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inhibitorjev. Z Gibson assembly tehnologijo smo v plazmidnem vektorju p416GPD 
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nestabilne, saj so precej hitro izgubile plazmid z vnesenim genom, sam encim 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ADP adenozin difosfat 
AK aminokislina 
Akt serin/treonin-ptoein kinaza 
AMP adenozin monofosfat 
AMPK AMP-aktivirana kinaza 
ATP adenozin trifosfat 
bp bazni pari 
CO2 ogljikov dioksid 
dH2O destilirana voda 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
F2,6BP fruktoza-2,6-bifosfat 
FABP proteini, ki vežejo maščobne kisline 
GLUT glukozni transporter 
H2O voda 
HIF hipoksija-inducibilni faktor 
HK heksokinaza 
IF1 inhibitorni faktor 1 
IL-6 interleukin 6 
kDa kilodalton (1000 daltonov) 
LDHA laktat dehidrogenaza 
mTOR tarča za rapamicin 
mTORC1 mTOR kompleks 1 
NADH nikotinamid adenindinukleotid 
NADPH nikotinamid adenindinukleotid fosfat 
p53 tumor supresorski protein 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
Pfk1 6-fosfofrukto-1-kinaza 
PHGDH Fosfoglicerat dehidrogenaza 
PI3K fosfatidilinozitol-3-kinaza 
PKM2 piruvat kinaza-mišična izoforma 2 
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 Sintetično kompletno gojišče brez uracila 
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+
 Sintetično kompletno gojišče z uracilom  
SHMT2 serin hidroksimetiltransferaza 2 
SREBP vezavni proteini sterol regulatornih elementov 
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Vedno daljša življenjska doba, nezdrav način življenja in stres povečujejo možnost razvoja 
različnih bolezni. Še vedno je ena od najpogostejših in najtežje ozdravljivih skupin bolezni 
pri ljudeh rak. Rakava obolenja in predvsem mehanizmi, ki omogočajo razvoj raka, so zato 
pogosto osrednja tema raziskav.  
Za humane rakave celice je značilno, da rastejo hitreje kot zdrave celice, pospešeno 
porabljajo glukozo in jo večinoma pretvarjajo v laktat, ki ga izločajo iz celic. Pojav poznamo 
pod imenom aerobna glikoliza in predstavlja enega od osnovnih mehanizmov razvoja rakavih 
celic (Šmerc in sod., 2011).  
Za spremenjen metabolni pretok preko glikolize pri rakavih celicah, je odgovorna 
posttranslacijska modifikacija encima 6-fosfofrukto-1-kinaze (Pfk1), ki sicer predstavlja 
najbolj kompleksen alosterični regulatorni encim glikolize (Šmerc in sod., 2011). Med 
modifikacijo Pfk1, pride do proteolitične odcepitve C-terminalnega dela molekule, 
novonastali krajši fragment Pfk1 pa ima spremenjeno encimsko kinetiko. Kratek 47 kDa dolg 
fragment, ki nastane iz 85 kDa dolgega nativnega Pfk1 encima, je tudi bolj dovzeten za 
aktivacijo z efektorji, ter predvsem odporen na zaviranje delovanja povratne zanke s citratom 
in ATP-jem. Posledica je spremenjeno uravnavanje glikolize, ki predstavlja osnovno gonilno 
silo za hitro rast rakavih celic. Hkrati povečan pretok metabolitov vodi, tudi v prekomerno 
nastajanje nikotinamid adenindinukleotida (NADH), ki se mora oksidirati ob redukciji 
piruvata v laktat, ta pa se nato v velikih količinah izloča iz celic. Padec pH vrednosti v 
medceličnem prostoru, ki se zgodi, kot posledica kopičenja izločenega laktata, je glavni 
zaviralec delovanja imunskih celic, hkrati pa omogoča tudi olajšano zasevanje rakavih celic 
(Legiša, 2014).      
V magistrski raziskavi smo se osredotočili, predvsem na študij metabolizma kvasovk, ki so 
eden izmed najpomembnejših komercialnih mikroorganizmov, hkrati pa so tudi najpogosteje 
uporabljen modelni organizem, za študije principov molekularne biologije. Sekvenca 
celotnega genoma kvasovke S. cerevisiae je znana od leta 1996 (Goffeau in sod., 1996), kar 
je omogočilo razvoj  relativno enostavnih metod za vnašanje genskih mutacij in s tem 
odkrivanje biokemijskih funkcij analiziranih genov, ter posledic izgube teh genov (Botstein 
in Fink, 2011). Primerjava genoma ljudi in kvasovk je pokazala, da ima kar 30 % znanih 
genov, ki so povezani s človeškimi boleznimi ortologe v kvasovkah, več 100 kvasnih genov 
pa kaže povezavo z različnimi človeškimi boleznimi (Foury, 1997). Kvasovke so še posebej 
dober modelni organizem za študije človeških bolezni, zaradi podobne celične strukture in 
organizacije celic, kot jih imajo celice sesalcev. Prav tako so v kvasovkah, tako 
aminokislinske sekvence, kot tudi funkcije proteinov visoko ohranjene. Pomembna lastnost 
kvasovk je tudi enostavna manipulacija rasti in delitev celic s spreminjanjem okoljskih 
pogojev (Cazzanelli in sod., 2018).  
1.1 CILJI RAZISKAVE 
Osnovni cilj magistrske naloge je bil zmanjšati ali celo preprečiti izločanje laktata pri rakavih 
celicah. Na osnovi 3D kristalne strukture enega od izoencimov humanega encima Pfk1, so na 
Kemijskem inštitutu s pomočjo superračunalnnika pregledali več milijon substanc, ki bi se 
lahko prilegale na ATP-vezalno mesto Pfk1. Izbrane, nizko molekularne substance smo nato 
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testirali, na inhibicijo aktivnosti prečiščenega nativnega tipa in rekombinantnega 
(modificiranega) tipa humanega Pfk-L encima, ki je značilen za nekatere tipe rakavih celic.   
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
V celice kvasovk smo z ˝Gibson assembly˝ tehnologijo vnesli nativni in rekombinanten 
(modificiran) gen, ki kodirata encim Pfk-L. Želeli smo identificirati eno ali več učinkovin, ki 
bi zmanjšale, prekomerno aktivnost modificiranega Pfk-L encima, s tem omilile spremenjen 
metabolni pretok preko glikolize, ter v zmernih koncentracijah preprečevale kopičenje laktata 
pri rakavih celičnih linijah. 
Pričakujemo, da bomo med izbranimi substancami, ki jih bomo testirali, uspeli določiti tiste, 
ki bodo zavirale delovanje modificiranega tipa Pfk-L. Posredno pričakujemo, da bomo med 
testiranimi substancami uspeli določiti takšno, ki bo preprečevala prekomerno produkcijo 
NADH in posledično tudi izločanje laktata, istočasno pa ne bo prekomerno zavirala rasti 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 RAK 
Rak je skupina bolezni večceličnih organizmov, ki nastane zaradi mutacij ali epigenetskih 
sprememb v eni sami celici (klonalna teorija nastanka). Prva stopnja v procesu nastanka 
malignih tumorjev je maligna pretvorba normalne celice. Proces imenujemo kancerogeneza. 
Gre za večstopenjski proces, v katerem je prva stopnja iniciacija, sledita promocija in 
progresija. Kancerogeneza je posledica delovanja številnih znotraj- ali zunajceličnih 
dejavnikov, ki jih imenujemo kancerogeni dejavniki. Ne glede na vrsto in vir kancerogenih 
dejavnikov je njihova skupna lastnost, da spreminjajo celično DNA (Novaković, 2018). 
Tumorje najdemo ne le pri sesalcih, ampak tudi v starejših živalskih deblih kot so ožigalkarji 
(Cnidaria), iglokožci (Echinodermata), glavonožci (Cephalopoda), dvoživke (Amphibia) in ptice 
(Aves). Zanimivo pa tuorjev do sedaj še niso našli v živalskih deblih kot so gliste (Nematoda), 
počasniki (Tardigrada) in kotačniki (Rotifera), kar nakazuje, da ta debla posedujejo določene 
zaščitne mehanizme, ki preprečujejo rast tumorjev (Ruddon, 2007).   
Ogroženost z rakom se zmerno veča in je največja v starejših letih; od vseh bolnikov z rakom je 
leta 2015 v Sloveniji kar 62 % moških in 60 % žensk zbolelo po 65. letu starosti (Rak v Sloveniji, 
2018).  
Tumorje ločimo na maligne in benigne. Karakteristike, ki ločujejo maligni tumor od benignega, 
so sposobnost lokalne invazije, sposobnost širjenja v bezgavke, ter sposobnost zasevanja v 






Slika 1: Značilnosti rakavih celic (Hanahan in Weinberg, 2011) 
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2.1.1 Stadiji tumorjev 
Patomorfološka opredelitev tumorjev, tj. določitev, za kakšno vrsto raka je bolnik zbolel, je 
izhodišče onkološke diagnostike. Sledi opredelitev, v kakšnem razmerju je tumor do bolnika 
oz. v katerem organu je njegov izvor in v kolikšni meri je razširjen po telesu. Eden glavnih 
napovednih dejavnikov je anatomska opredelitev razširjenosti bolezni po razvrstitvi TNM. V 
tej razvrstitvi pomeni T tumor, N bezgavke (nodusi) in M oddaljene zasevke (metastaze) 
(Kovač, 2018). Določitev stadija bolezni omogoča napoved kliničnega poteka bolezni in 
načrtovanje primernega zdravljenja (Ruddon, 2007). 
2.2 METABOLIZEM PRI RAKAVIH CELICAH 
Ena od ključnih sprememb pri rakavih celicah (slika 1) je nekontrolirana delitev celic, ki se 
pojavi, po akumulaciji sprememb v signalnih poteh, ki kontrolirajo metabolizem in celične 
delitve. Spremembe celičnega metabolizma omogočajo, izpolnjevanje energetskih in 
anabolnih potreb, ki so pogoj za povišano število celičnih delitev. Na kakšen način bodo te 
potrebe zadovoljene, je odvisno od tumorskega mikrookolja, ki določa dostopnost hranil in 
kisika (Vazquez in sod., 2016).     
2.2.1 Warburgov efekt 
Ob aerobnih pogojih normalne celice kot substrat primarno porabljajo glukozo, ki jo skozi 
proces glikolize predelajo do piruvata in nato v mitohondriju do CO2 in H2O (mitohondrijska 
oksidativna fosforilacija), z minimalno produkcijo laktata. Le ob anaerobnih pogojih 
normalne celice proizvajajo večje količine laktata. Nasprotno pa večina rakavih celic 
proizvaja velike količine laktata, ne glede na dostopnost zadostnih količin kisika (aerobna 
glikoliza) (Vander Heiden in sod., 2009).      
Fenomen poznan kot Warburgov efekt je eno od temeljnih odkritij na področju metabolizma 
rakavih celic. Rakave celice kljub prisotnosti zadostnih količin kisika, porabljajo večje 
količine glukoze, glavni stranski produkt pa je laktat. Metabolizem glukoze do laktata 
proizvede le 2 molekuli ATP/molekulo glukoze, medtem, ko se z oksidativno fosforilacijo 
proizvede do 36 molekul ATP/molekulo glukoze. Tako se poraja vprašanje, zakaj celice 
izberejo manj energetsko učinkovito pot metabolizma (Vander Heiden in sod., 2009).  
Čeprav aerobna glikoliza ni tako učinkovita pri produkciji energije iz glukoze, kot 
oksidativna fosforilacija, visok tok glikolize rakavim celicam zagotavlja zadostne količine 
ATP in bolj pomembno vir metabolnih intermediatov, kot prekurzorjev za sintezo 
makromolekul, s čimer je omogočena rast celic. Visok privzem glukoze in tvorba večjih 
količin laktata, ki povzroči acidozo v mikrookolju tumorjev, pa daje rakavim celicam 
hipotetično prednost pred okoliškimi celicami (McManus in Mitchell, 2014). Aerobna 
glikoliza je za rakave celice koristna tudi zato, ker producira manj reaktivnih kisikovih spojin 
(ROS) in omogoča celicam, da se prilagodijo pogojem pomanjkanja kisika, ki so pogosti v 
slabo prekrvavljenih tumorjih. Povišana kislost, kot posledica povišane produkcije laktata v 
mikrookolju rakavih celic, pa spodbuja prilagoditev rakavih celic na stresne razmere, moti 
delovanje imunskih celic in lahko spodbudi evolucijo niše rakavih celic (Cairns in sod., 
2011). 
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V pogojih pomanjkanja hranil, je izredno pomembno ohranjanje zadostnih količin NADPH v 
celicah, kar rakavim celicam omogoča preživetje oksidativnega stresa. NADPH  je namreč 
nujno potreben, za tvorbo reducirane oblike glutationa, ki je eden od pomembnejših 
obrambnih mehanizmov proti poškodbam, ki jih povzročajo ROS (Vander Heiden in sod., 
2009). Ključnega pomena je tudi ohranjanje NADH/NADPH ravnotežja. Obe molekuli 
delujeta kot prenašalca elektronov; NADH je vključen v katabolne reakcije, kot npr. 
respiracijo, NADPH pa sodeluje pri anabolnih reakcijah, ki porabljajo energijo za sintezo 
večjih molekul. Pravilno ravnotežje v koncentraciji obeh kofaktorjev je tako nujno za 
zadosten elektronski tok med procesi, ki porabljajo in procesi, ki tvorijo energijo (Andrejc in 
sod., 2017).  
Povišana glikoliza, ki je značilna za rakave celice, sproži povišano produkcijo NADH, ki se 
delno reoksidira s formacijo laktata in etanola. Vendar pa produkcija NADPH skozi pentoza 
fosfatno pot ni zadostna za učinkovito ohranjanje NADH/NADPH ravnotežja. Zato so 
potrebne dodatne reakcije, ki zagotovijo zadostno tvorbo redukcijske moči. Pri rakavih 
celicah tvorbo NADPH omogoča glutaminoliza, z aktivnostjo citosolnega maličnega encima 
(Legiša, 2014).   
2.2.2 Laktat 
Ena od lastnosti rakavih celic, je tudi povišana produkcija, akumulacija in izločanje laktata. 
Povišane koncentracije laktata imajo namreč več vlog pri razvoju in ohranjanju tumorjev. 
Ena od pomembnejših je vloga laktata pri pospeševanju angiogeneze, s čimer je rakavim 
celicam omogočen dostop do zadostnih količin kisika in hranil. Laktat poveča produkcijo 
hialuronana, ki pospešuje rast, ter olajša zasevanje rakavih celic in spodbudi angiogenezo. 
Laktat tudi pospešuje migracijo endotelnih celic in izražanje transformacijskega rastnega 
faktorja β2 (TGF-β2), ki je ključni regulator migracije gliomskih celic. Povišane 
koncentracije laktata vplivajo tudi na bioenergetiko, samozadostnost in ohranjanje živosti 
rakavih celic. Kopičenje laktata v zunajceličnem prostoru, pa povzroča acidozo v 
mikrookolju rakavih celic, ki je ključnega pomena za interakcije in signaliziranje, ki vodijo v 
kancerogenezo  (San-Millan in Brooks, 2017).  
Vrednosti znotrajceličnega pH v normalnih diferenciiranih celicah so navadno ~7,2 in nižje 
kot vrednosti zunajceličnega pH, ki znašajo ~7,4. Pri rakavih celicah, pa se kot posledica 
kopičenja laktata zunaj celice, pH gradient obrne. Tako so pri rakavih celicah vrednosti 
znotrajceličnega pH ~7,4, medtem, ko vrednosti zunajceličnega pH padejo na ~6,7-7,1 
(Webb in sod., 2011).  
Eden od vzrokov nastanka raka, ki je posledica povišanega znotrajceličnega pH, je tudi 
nezmožnost imunskega sistema pri učinkovitem odstranjevanju rakavih celic. K temu v veliki 
meri prispevajo visoke koncentracije laktata, ki ga rakave celice izločajo v zunajcelični 
prostor. Laktat namreč zavira migracijo monocitov, ter sproščanje tumor nekroznega faktorja 
α (TNFα) in  interleukina-6 (IL-6). Laktat močno zavira tudi aktivacijo T-celic, ter 
diferenciacijo monocitov v dendritične celice. Povišane koncentracije laktata sprožijo 95 % 
upad produkcije T-celic in 50 % upad citotoksične aktivnosti, hkrati pa zavirajo tudi 
delovanje naravnih celic ubijalk (San-Millan in Brooks, 2017).  
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Metabolizem laktata v rakavih celicah je tesno povezan tudi z agresivnostjo raka, pogostostjo 
metastaz in prognozo bolnikov, hkrati pa vliva tudi na radiorezistenco rakavih celic 
(Hirschhaeuser in sod., 2012). 
2.2.3 Regulacija encimskih aktivnosti pri glikolizi 
Visok glikolitični tok pri rakavih celicah lahko pojasnimo s povišano aktivnostjo encimov 
glikolize. Pri številnih tipih raka zasledimo prekomerno izražanje teh encimov. Ključni 
encimi glikolize (slika 2), ki nadzorujejo glikolitični tok in so alosterično kontrolirani z 
metaboliti, so 6-fosfofrukto-1-kinaza (Pfk-1), piruvat kinaza-mišična izoforma 2 (PKM2) in 




V normalnih celicah delovanje encima Pfk1, alosterično zavirajo visoke koncentracije ATP, 
citrata in acil-CoA, aktivirata pa ga AMP in ADP, ki sta prisotna, ko je produkcija ATP 
nizka. Aktivacija Pfk1 je možna tudi s fruktozo-2,6-bifosfatom, ki nastaja, ko se stopnje 
fruktoze-6-fosfata povišajo (McManus in Mitchell, 2014).   
Izoencim heksokinaze (HK2) katalizira prvi korak metabolizma glukoze in sicer ATP-
odvisno fosforilacijo glukoze do glukoze-6-fosfat. Pri sesalcih zasledimo 4 izoforme: HK1, 
HK2, HK3 in HK4. HK1, HK2 in HK3 so visoko afinitietne izoforme, katerih delovanje 
zavirajo visoke koncentracije glukoze-6-fosfata. Pri raku pogosto opazimo prekomerno 
izražanje izoencima HK2, ki je sicer izražen le v določenih normalnih tkivih (maščobno 
tkivo, skeletne mišice in srce) (Patra in sod., 2013).     
Piruvat kinaza-mišična izoforma 2 (PKM2) je pri rakavih celicah prekomerno izražena in ima 
karakteristične lastnosti, ki jo delajo preferenčno za rakave celice. Ena od teh lastnosti je 
Slika 2: Shema aerobne glikolize oziroma Warburgovega efekta (Diaz-Ruiz in sod., 2011) 
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počasnejša katalitična stopnja PKM2, kar omogoča kopičenje intermediatov glikolize, s 
čimer se spodbuja tok v anabolne poti. PKM2 tudi sodeluje pri zmanjševanju ROS in 
preprečevanju oksidativnih poškodb. Aktivacijo PKM2 povzročita fruktoza-1,6-bifosfat in 
serin (McManus in Mitchell, 2014). 
2.2.4 Spremenjen metabolizem pri raku 
K razvoju metabolizma rakavih celic prispevajo številne spremembe (slika 3). Odkritje in 
karakterizacija teh spremenjenih aktivnosti, pa bi lahko omogočila neinvazivno označevanje 




2.2.4.1 Metabolizem glukoze 
Glavni vir energije, ki omogoča ohranjanje delitvenega potenciala in rast celic je glukoza. Da 
zadostijo povišanim potrebam po energiji, rakave celice pogosto prekomerno izražajo 
glukozne transporterje (GLUT), s čimer se poviša privzem glukoze v celice. Pri mnogih 
rakavih celicah, so prekomerno izraženi tudi geni glikolize, kar omogoči nastanek višjega 
glikoliznega potenciala, ter povišano znotrajcelično koncentracijo intermediatov glikolize 
(McManus in Mitchell, 2014). Pri nekaterih oblikah raka zasledimo tudi, prekomerno 
izražanje mitohondrijskega ATP-aznega inhibitornega faktorja 1 (IF1), ki prepreči aktivnost 
mitohondrijske H
+
-ATP sintaze, olajša metabolno prilagoditev na aerobno glikolizo in 
spodbuja celične delitve (Teicher in sod., 2012).  
2.2.4.2 Serin/glicin sintezna pot 
Zelo pomembno vlogo pri rakavem metabolizmu ima tudi serin/glicin sintezna pot, saj je 
kritična za produkcijo S-adenozilmetionina, ki pripomore k ohranjanju pravilnih modifikacij 
Slika 3: Metabolizem rakavih celic (Vander Heinden in sod., 2009) 
8 
Čamernik K. Testiranje … inhibicijo modificirane 6-fosfofrukto-1-kinaze v metastaznih rakastih celicah.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
kromatina. Rakave celice se zato poslužujejo številnih strategij, za zagotavljanje zadostnih 
količin serina in glicina v celicah. Možne strategije rakavih celic so povišan vnos glicina v 
celice, povišano izražanje genov, ki sintetizirajo glicin in serin, povečanje števila kopij 
fosfoglicerat dehidrogenaze (PHGDH), prvega encima v procesu pretvorbe 3-fosfoglicerata 
do serina in glicina, ali prekomerno izražanje drugih genov metabolizma glicina in serina, kot 
je npr. serin hidroksimetiltransferaza 2 (SHMT2) (McManus in Mitchell, 2014).  
2.2.4.3 Metabolizem maščobnih kislin 
Metabolizem maščobnih kislin zagotavlja pomembne gradbene enote, potrebne za celične 
delitve, vključno s fosfolipidi in holesterolom, ki sta pomembna za tvorbo celičnih membran. 
Velik del rakavih celic vrši de novo sintezo maščobnih kislin, del rakavih celic maščobne 
kisline pridobi preko β-oksidacije, manjša skupina rakavih celic pa lahko maščobne kisline 
privzema iz okolja. Pogosto pri rakavih celicah opazimo prekomerno izražene gene 
lipogeneze, s čimer je omogočena povišana sinteza lipidov. Poleg povišane sinteze 
maščobnih kislin, lahko rakave celice prekomerno izražajo tudi proteine, ki vežejo maščobne 
kisline (FABP), s čimer dobijo dostop do zunajceličnih maščobnih kislin (McManus in 
Mitchell, 2014). Prav tako lahko pri rakavih celicah zaznamo spremembe v onkogenih in 
tumor supresorskih genih, ki vplivajo na izražanje encimov metabolizma maščobnih kislin 
(Tarrado-Castellarnau in sod., 2016).   
2.2.4.4 Metabolizem aminokislin 
Aminokisline imajo zelo pomembno vlogo pri podpiranju anabolnih reakcij metabolizma in 
so nujne za preživetje hitro delečih celic. Celice so zato razvile sistem, ki omogoča 
zaznavanje aminokislin preko mTOR signaliziranja (tarča za rapamicin). Še posebej leucin, 
glutamin in arginin služijo, kot kritične signalne molekule, ki sprožijo aktivacijo mTOR poti. 
V primeru pomanjkanja aminokislin, pride do zaviranja mTOR poti, kar povzroči zmanjšanje 
sinteze proteinov in pospeši proces autofagije, na ta način pa se ohranja stalna zaloga 
aminokislin, ki je nujna med daljšimi obdobji pomanjkanja. Hitro deleče celice, vključno z 
rakavimi, porabljajo aminokisline tudi iz zunanjih virov, saj zmogljivost lastne sinteze celic 
ni zadostna za zadovoljevanje povišanih potreb. Večina aminokislin je hidrofilnih molekul, ki 
za prehod čez celično membrano potrebujejo posebne transporterje. Pri rakavih celicah tako 
pogosto zasledimo tudi prekomerno izražanje aminokislinskih transporterjev, kot npr. 
SCL1A5, SCL7A5, SCL7A11 in SCL6A14 (Tarrado-Castellarnau in sod., 2016). 
Zelo pomembno vlogo za preživetje celic ima aminokislina, glutamin. Glutamin prispeva k 
večini metabolnih funkcij, ključnih za hitro deleče rakave celice. Vključen je v bioenergetiko, 
obrambo pred oksidativnim stresom in v kombinaciji z glukoznim metabolizmom, v 
biosintezo prekurzorjev makromolekul (Teicher in sod., 2012). Glutamin napaja cikel 
trikarboksilne kisline (TCA cikel) v mitohondriju, ki zagotavlja velike količine energije v 
aerobnih pogojih. V normalnih celicah velik del substrata za TCA cikel predstavlja glukoza. 
Zaradi spremenjenega metabolizma glukoze in pretvarjanja približno 80 % glukoze v laktat, 
pa rakave celice za napajanje TCA cikla, postanejo odvisne od alternativnih virov ogljika. 
Ker je glutamin v krvi prisoten v visokih količinah, ga lahko rakave celice privzemajo 
direktno iz seruma (McManus in Mitchell, 2014). Pojavijo se lahko tudi spremembe v genih, 
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ki kodirajo encime TCA cikla, vključno z izocitrat dehidrogenazo, sukcinat dehidrogenazo in 
fumarat hidratazo. (Tarrado-Castellarnau in sod., 2016).  
2.2.4.5 Glutation 
Pri številnih tipih raka lahko zasledimo metabolne spremembe, ki vodijo v povišanje ROS in 
s tem lahko povzročijo oksidativni stres. Čeprav lahko manjše količine ROS izboljšajo rast 
(povišana mutageneza in stimulacija določenih signalnih poti), pa visoke stopnje ROS vodijo 
v celično smrt. S tem namenom pri rakavih celicah pride do sprememb metabolizma, ki 
omogočijo višjo produkcijo antioksidanta glutationa. Spremembe metabolizma glutationa 
tako rakavim celicam omogočajo, da nadzorujejo stres, ki nastane v celicah, kot posledica 
prevelikih količin ROS (McManus in Mitchell, 2014).  
2.2.4.6 Autofagija 
V primeru pomanjkanja zunanjih zalog hranil, lahko rakave celice reciklirajo lasten 
metabolni odpad v procesu autofagije. Glavni regulator autofagije je mTOR kompleks 1 
(mTORC1), ki zavira proces preko fosforilacije ključnih komponent sistema autofagije. 
Aktivacijo autofagije pa vršijo AMPK, ki zavirajo mTORC1 in direktno fosforilirajo, ter 
stimulirajo sistem autofagije. Ker nekatere vrste raka autofagijo uporabljajo za preživetje, je 
slednja pri raku lahko bolj aktivna, s čimer je omogočeno izpolnjevanje povišanih metabolnih 
potreb in preživetje celic v primeru pomanjkanja kisika. Dodatno lahko nekatere vrste raka, 
autofagijo sprožijo tudi v sosednjih zdravih celicah, s čimer si zagotovijo s hranili bogato 
mikrookolje. Povišano uravnavanje autofagije pa naj bi bilo povezano tudi z odpornostjo 
rakavih celic na kemoterapijo (McManus in Mitchell, 2014). 
2.2.5 Okvarjena signalizacija 
2.2.5.1 PI3K/Akt/mTOR pot 
PI3K/Akt/mTOR je znotrajcelična signalna pot, ki igra pomembno vlogo pri uravnavanju 
rakavega metabolizma. Normalne celice po stimulaciji z zunajceličnimi rastnimi faktorji, 
aktivirajo PI3K/Akt/mTOR pot, s čimer spodbudijo robusten katabolni in anabolni program, 
ki vključuje povišan tok glikolize in sintezo maščobnih kislin preko aktivacije HIF-1α in 
SREBP transkripcijskih faktorjev. Pri rakavih celicah pa zelo pogosto zasledimo spremembe, 
ki omogočajo PI3K/Akt/mTOR omrežju, da doseže visoke stopnje signaliziranja neodvisno 
od zunanje stimulacije z rastnimi faktorji, oziroma spremembe, ki povzročijo trajno 
aktivacijo PI3K/Akt/mTOR poti (DeBerardinis in Chandel, 2016).   
2.2.5.2 MYC 
MYC je eden od najbolj pogosto povišanih ali prekomerno izraženih genov pri človeških 
oblikah raka. Ima pomembno vlogo pri rakavem metabolizmu, preko uravnavanja metabolnih 
genov: sproži višje stopnje glikolize, metabolizma glutamina in metabolizma nukleotidov. V 
normalnih celicah je MYC gen uravnavan z znotrajceličnimi in zunajceličnimi signali, kot sta 
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dostopnost hranil in kisika. Pri številnih rakavih celicah pa je MYC gen spremenjen (Teicher 
in sod., 2012).  
MYC gen sproži povišano izražanje glukoznega transporterja 1 (GLUT1), s čimer poviša 
privzem glukoze v celico, ter spremeni izražanje večine glikolitičnih genov, da se poviša 
količina glikolitičnih encimov. Sodeluje tudi s hipoksija-inducibilnim faktorjem 1α (HIF-1α) 
in poviša izražanje genov serin/glicin sinteznih poti. Preko povišanega izražanja 
transporterjev glutamina, MYC prispeva tudi k povišanju privzema glutamina (McManus in 
Mitchell, 2014) . 
2.2.5.3 HIF 
Hipoksija-inducibilni faktorji oziroma HIF, so glavni regulatorji homeostatskega odziva 
celic, na pogoje nizkih koncentracij kisika. Zelo pogost pojav pri raku je slaba 
prekrvavljenost, ki vodi v zmanjšan dostop do kisika, v mikrookolju rakavih celic. S 
problemom pomanjkanja kisika v njihovem mikrookolju, se rakave celice soočajo, preko 
sprememb metabolizma, ki jim omogočajo preživetje in celične delitve, v teh stresnih pogojih 
(McManus in Mitchell, 2014). Pri številnih tipih raka tako opazimo povišane stopnje HIF, ki 
tudi sovpadajo s slabo klinično prognozo. Dodatno lahko rakave celice kažejo povišane 
stopnje HIF tudi pod normoksičnimi pogoji, fenomen poznan kot pseudo-hipoksija (Tarrado-
Castellarnau in sod., 2016).  
2.2.5.4 p53 
Transkripcijski faktor in tumor supresorski gen p53, ki je poznan po svoji vlogi pri apoptozi 
in odzivih na poškodbe DNA, ima pomembno vlogo tudi pri uravnavanju metabolizma. TP53 
(tumorski protein 53) je spremenjen ali odstranjen pri ~50 % vseh rakov, ki se pojavljajo pri 
ljudeh (DeBerardinis in Chandel, 2016).   
Tumor supresorski gen p53, nadzoruje metabolizem glukoze, preko številnih mehanizmov. 
Lahko spodbuja zadrževanje glukoze v celici, preko povišanja izražanja encima HK, ki 
fosforilira glukozo, s čimer jo zadrži v celici. Povišano izražanje TP53-inducibilnega 
regulatorja glikolize in apoptoze (TIGAR), zaradi sprememb p53, upočasni glikolizo na Pfk1 
razvejišču in sproži tok glukoze, skozi pentoza-fosfatno pot. Spremembe gena p53 tudi 
olajšajo rakavim celicam soočanje z oksidativnim stresom ob pomanjkanju serina, preko 
usmerjanja majhne zaloge serina v sintezo glutationa. Spremembe gena p53 lahko vplivajo 
tudi na povišanje procesa autofagije, tako indirektno preko uravnavanja AMPK, kot tudi 
direktno preko povišanega uravnavanja številnih genov, ki promovirajo autofagijo (McManus 
in Mitchell, 2014).  
2.3 PFK 
Pfk1 oziroma 6-fosfofrukto-1-kinaza, je od ATP odvisen alosterični encim, ki katalizira 
fosforilacijo fruktoze-6-fosfata do fruktoze-1,6-bifosfata, kot donor fosforja pa uporablja 
MgATP. Encim se nahaja v bakterijah, glivah in živalih, medtem, ko je v rastlinah največkrat 
prisoten drug tip Pfk1, ki kot donor fosforja uporablja pirofosfat (Šmerc in sod., 2011). 
Tekom evolucije so se evkariontski Pfk1 encimi razvili s podvojitvami, tandemskimi fuzijami 
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in divergenco katalitičnih in efektorskih vezavnih mest iz prokariontskih prednikov (Poorman 
in sod., 1984). Pri sesalcih najdemo 3 različne PFK1 gene, ki so različno izraženi v 
posameznih tkivih: PFK-M (mišični tip) (Yamasaki in sod., 1991), PFK-L (jetrni tip) 
(Levanon in sod., 1989) in PFK-P (krvni tip) (Eto in sod., 1994).  
Pfk1 encime modulirajo številni znotrajcelični metaboliti, hkrati pa je Pfk1 eden od redkih 
encimov, katerega delovanje lahko zavira njegov lasten substrat in sicer ATP. ATP ima na 
encim dvojni učinek. Do aktivacije Pfk1 pride pri koncentracijah nižjih od 1mM ATP, do 
zaviranja delovanja, pa pri koncentracijah višjih od 1mM ATP. Poleg alosteričnega 
uravnavanja je aktivnost Pfk1 uravnavana tudi s hormoni, ki vključujejo serotonin, inzulin in 
epinefrin, ter β-adrenergične agoniste. Hormoni stimulirajo porabo glukoze skozi glikolizo, 
preko fosforilacije Pfk1, s protein kinazami. Fosforilacija Pfk1 na serinskih, tirozinskih in 
treoninskih ostankih, pa povzroči spremembe kinetičnih lastnosti encimov in naredi encime 
manj dovzetne, na zaviranje delovanja z ATP. Prav tako pa fosforilacija tudi stabilizira 
tetramerno strukturo Pfk1 (Hasawi in sod., 2014). 
Pri rakavih celicah, lahko zaradi aktivnosti specifičnih proteaz, pride do razcepa humane 
oblike 85 kDa dolgega nativnega Pfk-M, s čimer se tvori krajši fragment. Novo nastali 47 
kDa dolg encim, še vedno poseduje katalitično aktivnost, vendar ima spremenjene kinetične 
lastnosti. Ta krajši fragment je odporen na zaviranje delovanja s citratom in ATP, medtem, 
ko nekateri efektorji kot je npr. fruktoza-2,6-bifosfat povišajo aktivnost encima do stopenj, ki 
so višje kot pri nativnem encimu (Šmerc in sod., 2011).      
Zaradi modifikacij tako pri raku kot tudi drugih boleznih, Pfk1 predstavlja potencialno tarčo 
za zdravljenje debelosti (zaviranje delovanja Pfk-M bi lahko pripomoglo k zdravljenju 
debelosti, diabetesa in metabolnega sindroma), infekcijskih bolezni, ter rakavih obolenj 
(Malina in sod., 2014).  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije in reagenti 
Kemikalije in reagenti, ki smo jih uporabili v magistrski raziskavi in njihovi proizvajalci so 
prikazane v preglednici 1. 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij in reagentov s proizvajalci 
PROIZVAJALEC KEMIKALIJA 
Merck (Darmstadt, Nemčija) Agar, etanol 
Carlo Erba Reagenti (Cornaredo, Italija) Glicerol 
Fermentas International (Kanada) Restrikcijski encim SacI, restrikcijski pufer 10x Pufer 
EcI136II,SacI
TM 
Invitrogen  (Carlsbad, Kalifornija) 
Antibiotiki: ampicilin, penicilin, streptomicin 
GC bogat pufer, TAE pufer, H2O brez nukleaz, 6x 
nanašalno barvilo 
Messer Slovenija (Ruše pri Mariboru, Slovenija) Tekoči dušik 
Fermentas International (Burlington, Kanada) Komplet za čiščenje vzorcev po agarozni gelski 
elektroforezi »GeneJET
TM
 PCR Purification Kit«, 
Komplet za izolacijo plazmidne DNA »GeneJET
TM
 
Plasmid Miniprep Kit«   
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemčija) Glukoza, maltoza, agaroza, amon sulfat, etidijev bromid, 
etilen-diamin-tetraocetna kislina (EDTA), HEPES, 10x 
kvasna dušikova baza brez amonsulfata in aminokislin 
(Y1251), sintetično kvasno gojišče brez uracila (Y1501), 
polietilenglikol 4000 (PEG), Trizma® base (Tris), kalijev 
klorid (KCl), ditioeritritol (DTE), ATP, fruktoza-6-fosfat 
(F6P), Glicerol-3-fosfat-dehidrogenaza, NADH, uracil, 
glutamin, Luria Bretani (LB) mešanica, dimetilsulfoksid 
(DMSO), fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), 
deoksinukleotidi (dNTP), frutkoza-1,6-bifosfat, natrijev 
dihidrogenfosfat (NaH2PO4), magnezijev sulfat (MgSO4), 




 (Waltham, ZDA) GeneRuler
TM
 1kb Plus DNA ladder, GeneRuler
TM
 1 kb 
DNA ladder, Phusion polimeraza 
 Stock Gibson 
Boehringer (Mannheim, Nemčija) Aldolaza 
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3.1.2 Laboratorijska oprema 
V preglednici 2 je navedena uporabljena laboratorijska oprema, aparature in njihovi 
proizvajalci. 
Preglednica 2: Seznam laboratorijske opreme, aparatur in njihovih proizvajalcev 
PROIZVAJALEC LABORATORIJSKA OPREMA 
Eppendorf (Hamburg, Nemčija) Avtomatske pipete (2,5 μL, 10μL, 20 μL, 100 μL, 
200 μL, 5mL, 10 mL), centrifuga 5415R, 
magnetno mešalo, namizna centrifuga MiniSpin, 
nastavki za pipete, termoblok »Thermomixer 
comfort« 
Gorenje (Slovenija) Mikrovalovna pečica, hladilnik, zamrzovalna 
skrinja 
Hettich® (Tuttlingen, Nemčija) Centrifuga Universal 320R 
IKA (Staufen, Nemčija) Magnetno mešalo 
Iskra PIO d.o.o. (Šentjernej, Slovenija) Biološka brezprašna komora M18 
Kambič Laboratorijska oprema (Semič, Slovenija) Stresalnik IS-200K, inkubator I-115, avtoklav, 
inkubator za kulture mikroorganizmov 
NanoDrop Technologies (Delaware, ZDA) Spektrofotometer NanoDrop®ND-1000 
Sartorius Stedim Biotech (Gottingen, Nemčija) Dismembrator »Micro-Dismembrator S«, 
membranski filter (premer por 0,22 μm) 
Sarstedt (Nümbrecht, Nemčija) Centrifugirke, falkonke, nastavki za avtomatske 
pipete 
Tehtnica Železniki (Železniki, Slovenija) Tehtnica ET-1111 
Applied Biosystems
TM
 (Waltham, ZDA) Naprava za verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 
PerkinElmer (Waltham, ZDA) Spektofotometer Lambda 25 UV/VIS 




Jenna Bioscience (Jena, Nemčija) Gel – Aminophenyl-ATP-Sepharose C10-linked 
Biometra (Tampa, ZDA) Kadička za agarozno gelsko elektroforezo 
Horizon® 1.4, transiluminator 
DNR Bio-Imaging Systems (Jerusalem, Izrael) Aparatura za fotografiranje agaroznih gelov 
inoLab (Weilheim, Nemčija) pH meter WTW series 
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3.2 UPORABLJENI SEVI  
Pri magistrski raziskavi smo uporabili 2 različna mikroorganizma. 
3.2.1 Escherichia coli 
Uporabili smo 2 seva bakterije E. coli in sicer DH5α in TOP10 (F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-
mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara Leu) 7697 galU galK rpsL (StR) 
endA1 nupG), ki ju hranijo v mikrobiološki zbirki Kemijskega inštituta (Ljubljana).  
3.2.2 Saccharomyces cerevisiae 
Plazmidne vektorje v vstavljenim PFKL genom smo vnesli v kvasovke S. Cerevisiae, sev 
HD114-8D (MATα Pfk1::HIS3 Pfk::HIS3 ura3-52, leu2-3, 112his3-11, 15 MAL3 SUC2 
GAL). Sev HD114-8D izvira iz seva HD56-5A (MATα ura3-52, leu2-3, 112his3-11, 15 
MAL3 SUC2 GAL), s tem da ima odstranjene gene za sintezo nativnega Pfk1 encima 
(Andrejc in sod., 2017). Uporabljeni sev HD114-8D je shranjen v mikrobiološki zbirki 
Kemijskega inštituta (Ljubljana).   
3.3 PLAZMIDNI VEKTOR p416GPD 
Humani gen PFKL, smo v kvasovke vnesli s pomočjo plazmidnega vektorja p416GPD iz 
bakterije E. coli. Gre za plazmidni vektor, ki vsebuje CEN/ARS regijo kar pomeni, da je v 
celicah prisoten v majhnem številu kopij. Kot selekcijski marker ima vektor p416GPD 
vključeno avksotrofijo za uracil, promotor GPD pa je močan konstitutivni promotor, ki 
omogoča močno ekspresijo v kvasnih celicah (Mumberg in sod., 1995).   
3.4 SESTAVA GOJIŠČ 
3.4.1 Trdno gojišče LB z dodatkom antibiotika ampicilina 
Za pripravo trdnih Luria Bretani (LB) gojišč smo uporabili 5 g predpripravljene LB mešanice 
in 3 g agarja, ki smo ju raztopili v 200 mL dH2O. Raztopino smo 20 min avtoklavirali pri 
121°C, dodali 300 μL antibiotika ampicilina, ter gojišča sterilno razlili na plošče.  
3.4.2 Gojišče Sc URA+/- 
Za pripravo Sc URA + ali – gojišč (sintetično kompletno gojišče z ali brez uracila) smo 
uporabili glicerol in sintetično kvasno gojišče brez uracila, ki smo ju s pomočjo magnetnega 
mešala raztopili v destilirani vodi. Za Sc URA+ gojišča smo dodali še uracil in v primeru 
priprave trdnih gojišč tudi agar. Raztopino smo prelili v erlenmajerice, ki smo jih zamašili z 
vato, pokrili z aluminijasto folijo, ter jih 20 min avtoklavirali pri 121°C. Po avtoklaviranju 
smo zaradi temperaturne občutljivosti, v gojišča dodali še kvasno dušikovo bazo brez 
amonijevega sulfata in aminokislin, ter etanol. Sestava gojišča Sc URA
+
 je prikazana v 
preglednici 3,  gojišč Sc URA
-
 pa v preglednici 4.  
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3.4.2.1 Gojišče Sc URA+ 




Sintetično kvasno gojišče brez uracila (Y1501) 0,192 g 
Glicerol 2 g 
*Agar 1,5 g 
Uracil 7,6 mg 
**10x kvasna dušikova baza brez amonijevega sulfata in aminokislin (Y1251)  10 mL 
**Absolutni etanol 2 mL 
dH2O Do 100 mL 
*Dodatek za pripravo trdnih gojišč  
**Dodatek po avtoklaviranju, zaradi temperaturne občutljivosti 
3.4.2.2 Gojišče Sc URA-   




Sintetično kvasno gojišče brez uracila  0,192 g 
Glicerol 2 g 
*Agar 1,5 g 
**10x kvasna dušikova baza brez amonijevega sulfata in aminokislin (Y1251) 10 mL 
**Absolutni etanol 2 mL 
dH2O Do 100 mL 
*Dodatek za pripravo trdnih gojišč   
**Dodatek po avtoklaviranju, zaradi temperaturne občutljivosti 
3.4.2.3 Kvasna dušikova baza brez amonijevega sulfata in aminokislin 
Za pripravo smo uporabili kvasno dušikovo bazo brez amonijevega sulfata in aminokislin, 
amonijev sulfat, glutamin in kombinacijo antibiotikov penicilin/streptomicin, ki smo jih na 
magnetnem mešalu raztopili v 250 ml dH2O. Sterilizacijo gojišča smo zaradi temperaturne 
občutljivosti nekaterih komponent, izvedli s sterilno filtracijo skozi 0,22 μm filter. Sestava 
kvasne dušikove baze brez amonijevega sulfata in aminokislin je prikazana v preglednici 5.  
Preglednica 5: Sestava kvasne dušikove baze brez amonijevega sulfata in aminokislin 
Sestavina Količina 
10x kvasna dušikova baza brez amonijevega sulfata in aminokislin (Y1251) 4,25 g 
Amonsulfat 12,5 g 
Glutamin 625 mg 
Penicilin/Streptomicin 1 mL 
dH2O Do 250 mL 
3.4.2.4 Gojišče Sc URA- Glc 
Za pripravo Sc URA
-
Glc gojišč smo uporabili 1 g glukoze in 0,192 g sintetičnega kvasnega 
gojišča brez uracila (Sigma, Y1501), ki smo ju s pomočjo magnetnega mešala raztopili v 90 
mL dH2O in avtoklavirali 20 min, pri 121°C. Po avtoklaviranju smo sterilno dodali še 10 mL 
kvasne dušikove baze brez amonijevega sulfata in aminokislin.  
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3.4.2.5 Gojišče Sc URA- Mal 
Za pripravo URA
-
 Mal gojišč smo uporabili 0,1 g maltoze in 0,192 g sintetičnega kvasnega 
gojišča brez uracila (Sigma, Y1501), ki smo ju s pomočjo magnetnega mešala raztopili v 90 
mL dH2O in avtoklavirali 20 min, pri 121°C. Po avtoklaviranju smo sterilno dodali še 10 mL 
kvasne dušikove baze brez amonijevega sulfata in aminokislin, 50 μL etanola, ter 1 mL 
železovega sulfata.   
3.5 NAMNOŽITEV PLAZMIDNEGA VEKTORJA p416GPD 
Za namnožitev praznega plazmidnega vektorja p416GPD, smo uporabili kompetentni sev 
bakterije E. coli (DH5α) iz mikrobiološke zbirke Kemijskega inštituta. Iz -80°C smo sev 
prenesli na led in počakali približno 30 min, da so se celice počasi odtalile. Po 30 minutah 
smo sev nacepili v pripravljene 10 mL steklene posodice s tekočim LB gojiščem, ki smo jim 
dodali 15 μL antibiotika ampicilina. Nacepljene 10 mL steklene posodice, smo inkubirali pri 
37°C čez noč, oziroma 16h.  
3.6 IZOLACIJA PLAZMIDNEGA VEKTORJA p416GPD 
Po prekonočni inkubaciji smo s pomočjo komercialnega kompleta GeneJET
TM
 Plasmid 
Miniprep Kit iz nacepljenih 10 mL steklenih posodic, izolirali plazmidni vektor p416GPD in 
s pomočjo NanoDropa (NanoDrop®ND-1000) izmerili koncentracijo izoliranega plazmida. 
3.7 PCR IZOLIRANEGA PLAZMIDNEGA VEKTORJA p416GPD  
Glede na izmerjeno koncentracijo vzorcev smo pripravili PCR mešanico (preglednica 6) in 
izvedli PCR (Applied Biosystems
TM
). PCR reakcijo smo izvedli z začetnima 
oligonukleotidoma, ki sta bila pripravljena tako, da sta pomnožila plazmid brez 
poliklonskega mesta (MCS) in ga s tem pripravila na vnos PFKL gena.    
Pogoji PCR reakcije: 
98°C 3 min  
95°C 20 s 
   35 ciklov 61-63°C 3 min 
72°C 1,30 min 
72°C 10 min 
 
 
Preglednica 6: PCR mešanica  
Sestavina Količina – za 2 vzorca 
H2O brez nukleaz 31,5μL 
DMSO 1μL 
Začetni oligonukleotid 8088 (smerni) * 1μL 
Začetni oligonukleotid 8089 (protismerni) ** 1μL 
dNTP 4μL 
GC bogat pufer 10 μL 
Vzorec – matrična DNA 1 μg 
Encim – Phusion polimeraza (Thermo Scientific) 0,5 μL 
*Sekvenca začetnega oligonukleotida 8088 - 5' -TCA TGT AAT TAG TTA TGT CAC GCT TAC - 3' 
**Sekvenca začetnega oligonukleotida 8089 - 5' – TCT TTA TCC GTC GAA ACT AAG TTC - 3' 
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3.8 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA PLAZMIDNEGA VEKTORJA 
p416GPD 
Vzorce smo po PCR reakciji nanesli na 0,9 % agarozni gel. Za pripravo 0,9 % agaroznega 
gela smo zatehtali 0,9 g agaroze, ki smo jo raztopili v 100 mL 1x TAE pufra. Ko smo gel 
primerno ohladili, smo dodali še 5 μL etidijevega bromida in gel vlili v predhodno 
pripravljeno banjico z vstavljenimi glavnički. Počakali smo približno 30 min, da se je gel 
strdil, medtem pa smo vsakemu vzorcu dodali 5 μL 6x nanašalnega barvila. Vzorce in 
lestvico (GeneRuler
TM
 1 kb Plus DNA ladder), ki je omogočila spremljanje velikosti 
fragmentov, smo nato nanesli na gel in ga izpostavili 120 V za približno 45 min. Po 
pretečenem času smo gel pogledali pod UV lučjo in iz gela s skalpelom izrezali lise  dolžine 
med 5000 in 6000 bp (dolžina plazmidnega vektorja p416GPD znaša 5774bp).   
3.9 ČIŠČENJE PCR PRODUKTOV 
Izrezane PCR produkte smo očistili s pomočjo komercialnega kompleta GeneJET
TM
 PCR 
Purifiction Kit in koncentracijo očiščenih vzorcev izmerili z NanoDropom (NanoDrop®ND-
1000).  
3.10 GIBSON ASSEMBLY 
Za pripravo PFKL vključkov smo uporabili Gibson assembly tehnologijo. Gre za tehniko 
kloniranja, ki jo je izumil Daniel G. Gibson, njena prednost pa je, da omogoča sestavljanje in 
popravljanje prekrivajočih se molekul v eni sami reakciji (Gibson in sod., 2009).  
Pripravili smo Gibson mešanico (preglednica 7) in jo dodali izoliranim plazmidnim 
vektorjem p416GPD. Sledila je inkubacija v termobloku (Thermomixer comfort) pri 50°C, 1 
h, brez stresanja. Po približno 30 min inkubacije, smo iz -80°C na led prenesli celice E. coli, 
seva DH5α in TOP10, da so se počasi odtalile.   
Preglednica 7: Mešanica Gibson 
Sestavina Količina  
Stock Gibson 15μL 
gBlock1 3μL 
gBlock2 3μL 
gBlock3 * 3μL 
gBlock4 ** 3μL 
Plazmidni vektor p416GPD 3 μL 
*Dodatek za nativni fragment PFKL (nPFKL)  
**Dodatek za kratek fragment PFK-L (sfPFKL) 
3.11 TRANSFORMACIJA CELIC E. COLI DH5α in TOP10 
Po 1 h inkubacije smo Gibson mešanico (preglednica 7) dodali odtaljenim DH5α in TOP10 
celicam in jih inkubirali 20 min na ledu. Po 20 min smo celice izpostavili temperaturnemu 
šoku in sicer 42°C za 2 min, ter jih ponovno inkubirali na ledu 10 min. V vsako epico smo 
nato sterilno dodali po 1 mL tekočega LB gojišča in jih inkubirali 1 h, pri 37°C in 500 obr. 
18 
Čamernik K. Testiranje … inhibicijo modificirane 6-fosfofrukto-1-kinaze v metastaznih rakastih celicah.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
 
Po 1 h smo epice 3 min centrifugirali pri 7000 obr., odlili LB gojišče  in celice nanesli na 
predpripravljene LBA plošče. Nacepljene LBA plošče smo inkubirali čez noč pri 37 °C.  
3.12 NAMNOŽITEV PLAZMIDNEGA VEKTORJA Z VSTAVLJENIM PFKL GENOM 
Naslednji dan smo iz nacepljenih LBA plošč izbrali nekaj kolonij, ki smo jih precepili na 
nove LBA plošče in v pripravljene 10 mL steklene posodice s tekočim LB gojiščem, ki smo 
jim dodali 15 μL antibiotika ampicilina. 10 mL steklene posodice in LBA plošče smo nato 
inkubirali pri 37°C, čez noč.  
3.13 IZOLACIJA PLAZMIDNEGA VEKTORJA Z VSTAVLJENIM PFKL GENOM 
Po prekonočni inkubaciji smo iz 10 mL steklenih posodic, s pomočjo komercialnega 
kompleta GeneJET
TM
 Plasmid Miniprep Kit, izolirali plazmidne vektorje, z vstavljenim 
PFKL genom in izmerili njihovo koncentracijo z NanoDropom (NanoDrop®ND-1000).  
3.14 RESTRIKCIJA 
Po izolaciji smo pripravili restrikcijsko mešanico (preglednica 8), jo dodali vzorcem in 
vzorce inkubirali 1,5 h, pri 37°C. Za restrikcijo plazmidnih vektorjev z vstavljenim PFKL 
genom smo uporabili encim SacI in 10x pufer EcI136II,SacI.   
Preglednica 8: Restrikcijska mešanica 
Sestavina Količina 
10x pufer EcI136II,SacI 3 μL 
Plazmidni vektor 1 μg 
SacI 0,5 μL 
Nuclease free water do 20 μL 
3.15  AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA PLAZMIDNIH VEKTORJEV Z 
VSTAVLJENIM PFKL GENOM 
Restrikciji je sledil nanos vzorcev z dodatkom 5 μL 6x nanašalnega barvila in lestvice 
(GeneRulerTM 1 kb DNA ladder) na 0,9 % agarozni gel, ki smo ga izpostavili 120 V, za 
približno 45 min. Gel smo pogledali in slikali pod UV lučjo, ter iz gela v primeru uspešne 
transformacije izrezali lise primerne velikosti. Zanimale so nas lise dolžine približno 8000 bp 
(dolžina plazmidnega vektorja p416GPD z vstavljenim PFKL genom je 8053 bp).    
3.16 PCR PLAZMIDNEGA VEKTORJA Z VSTAVLJENIM PFKL GENOM 
Očiščenim vzorcem smo dodali PCR mešanico (preglednica 9) in izvedli PCR (Applied 
Biosystems
TM
). Uporabili smo začetna oligonukelotida 910 in 2384, ki sta pomnožila le 
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Pogoji PCR reakcije: 
98°C 3 min  
95°C 20 s 
   35 ciklov 61-63°C 1,30 min 
72°C 1,30 min 
72°C 10 min  
 
Preglednica 9: Mešanica PCR 
Sestavina Količina – za 2 vzorca 
H2O brez nukleaz Do 50 μL 
DMSO 1μL 
Začetni oligonukleotid 910 (smerni) * 1μL 
Začetni oligonukleotid 2384 (protismerni) ** 1μL 
dNTP 4μL 
GC bogat pufer 10 μL 
Vzorec – matrična DNA 30 - 70 ng 
Encim – Phusion polimeraza (Thermo Scientific) 0,5 μL 
*Sekvenca začetnega oligonukleotida 910 - 5' – CTT CTT AAA TTC TAC TTT TAT AG- 3' 
**Sekvenca začetnega oligonukleotida 2384 - 5' –TCC TCC CTT TTC GGT TAG AG - 3' 
3.17 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA PLAZMIDNEGA VEKTORJA Z 
VSTAVLJENIM PFKL GENOM 
Uspešnost vnosa PFKL gena v plazmidne vektorje p416GPD, smo preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo. Pripravili smo 0,9 % agarozni gel, nanj nanesli vzorce z dodatkom 5 μL 
6x nanašalnega barvila in lestvico (GeneRulerTM 1 kb DNA ladder), ter gel izpostavili 120 
V za približno 45 min. Po 45 min smo gel slikali pod UV lučjo in preverili dolžino lis. 
Zanimale so nas lise dolžine približno 2485 bp, kolikor je dolg vstavljen PFKL gen.  
3.18 SEKVENIRANJE 
Vzorce za katere smo z agarozno gelsko elektroforezo potrdili primerno dolžino, smo poslali 
sekvenirat. S tem smo pridobili sekvenco vstavljenih PFKL genov, s čimer pa smo se 
prepričali in potrdili, da je vnos genov z Gibson assembly tehnologijo  uspel in smo pridobili 
pravilne transformante.  
3.19 GOJENJE KVASOVK  
3.19.1 Trdna gojišča Sc URA+ 
Po zgoraj opisanem protokolu (preglednica 3) smo pripravili Sc URA
+
 trdna gojišča in nanje 
nacepili kvasovke, sev HD114-8D, ki je bil predhodno shranjen v mikrobiološki zbirki 
Kemijskega inštituta na -80°C. Nacepljena gojišča smo inkubirali pri 30°C do primerne 
velikosti kolonij.  
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3.19.2 Tekoča gojišča Sc URA+ 
Ko so kolonije kvasovk dosegle primerno velikost, smo izbrali nekaj kolonij in jih nacepili v 
erlenmajerice z utori, v katerih smo predhodno pripravili in sterilizirali tekoče Sc URA
+
 
gojišče, po zgoraj opisanem protokolu (preglednica 3). Nacepljene erlenmajerice smo 
inkubirali pri 30°C in 100 RPM do OD600 (optične gostote) vrednosti približno 1,0.  
3.20 PRIPRAVA RAZTOPIN ZA TRANSFORMACIJO KVASOVK 
3.20.1 LiOAc/TE 
Za pripravo LiOAc/TE smo najprej pripravili posamezne sestavine in jim umerili pH, nato pa 
smo posamezne sestavine dodali v dH2O in raztopino avtoklavirali 20 min pri 121°C. Sestava 
LiOAc/TE je prikazana v preglednici 10.  
 Preglednica 10: Sestava LiOAc/TE 
Sestavina Količina  
LiOAc  - 2,04 g /20 mL dH2O (pH = 7-7,4)  5 mL 
Tris HCl – 2,423 g/20 mL dH2O (pH = 7,5) 0,5 mL 
EDTA (500 mM) – 3,72 g/20 mL dH2O 0,1 mL 
dH2O Do 50 mL 
3.20.2 LiOAc/TE v 40 % PEG 
Za pripravo LiOAc/TE v 40 % PEG smo, v že pripravljeno LiOAc/TE (preglednica 10) 
dodali PEG 4000 in raztopino avtoklavirali 20 min pri 121°C. Sestava LiOAc/TE v 40 % 
PEG je prikazana v preglednici 11.  
Preglednica 11: Sestava LiOAc/TE v 40 % PEG 
Sestavina Količina  
LiOAc  - 2,04 g /20 mL dH2O (pH = 7-7,4)  5 mL 
Tris HCl – 2,423 g/20 mL dH2O (pH = 7,5) 0,5 mL 
EDTA (500 mM) – 3,72 g/20 mL dH2O 0,1 mL 
50 % PEG 4000 40 mL 
dH2O Do 50 mL 
3.21 PRIPRAVA PUFROV 
3.21.1 HEPES pufer 
Za pripravo HEPES pufra, smo zatehtali vse potrebne sestavine, jih raztopili v dH2O na 
magnetnem mešalu in umerili pH na vrednost 7,75. Sestava HEPES pufra je prikazana v 
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Preglednica 12: Sestava HEPES pufra 
Sestavina Količina  
HEPES (100 mM) 4,766 g 
MgSO4 (10 mM) 0,496 g 
KCl (200 mM) 2,98 g 
DTE (1 mM) 30,8 mg 
NaN3 1 spatula 
dH2O Do 200 mL 
3.21.2 100 mM FOSFATNI pufer 
Za pripravo fosfatnega pufra smo zatehtali vse potrebne sestavine (preglednica 13), jih 
raztopili v dH2O na magnetnem mešalu in umerili pH na vrednost 7,75. Po umeritvi pH 
vrednosti, pa smo pufer prefiltrirali skozi filter (premer por 0,22 μm).   
Preglednica 13: Sestava fosfatnega pufra 
Sestavina Količina  
NaH2PO4  6 g 
EDTA 0,14612 g 
PMSF (1 mM) 0,08709 g 
DTE (1 mM) 0,077 g 
Glicerol (0,15 mM) 6,907 g 
NaN3  1 spatula 
dH2O Do 500 mL 
3.22 TRANSFORMACIJA KVASOVK HD114-8D 
Ko smo s pomočjo spektrofotometra (Lambda 25 UV/VIS) izmerili OD600 okoli 1, smo 
nadaljevali s transformacijo kvasovk. Iz erlenmajeric smo gojišče s celicami sterilno prenesli 
v falkonke in jih centrifugirali 5 min, pri 4000 RPM, ter zavrgli gojišče. Dodali smo 10 mL 
sterilne vode in celice rahlo premešali. Falkonke smo nato centrifugirali 2 min, pri 3000 RPM 
in zavrgli vodo. Nato smo dodali 5 mL LiOAc/TE (preglednica 10), vsebino nežno premešali, 
celice ponovno centrifugirali 2 min, pri 3000 RPM, ter odlili LiOAc/TE. Nato smo dodali še 
250 μL LiOAc/TE (preglednica 10), vsebino nežno premešali, ter celice alikvotirali (po 50 
μL celic).  
Alikvotiranim celicam (50μL) smo dodali 1μg DNA (plazmidni vektor p416GPD z 
vstavljenim PFKL genom) in 10 % DMSO, ter nežno premešali. Dodali smo še 300 μL 40 % 
PEG v LiOAc/TE (preglednica 11) in epico 2-3x obrnili. Sledila je 30 min inkubacija na 
30°C, medtem, pa smo iz hladilnika na sobno T prestavili predpripravljene plošče s trdnim 
URA
-
 gojiščem (preglednica 4). Po 30 min inkubaciji na 30°C je sledila 15 min inkubacija na 
42°C, nato pa smo 200 – 300 μL celic nanesli na plošče s pirpavljenim trdnim URA
-
 
gojiščem in jih inkubirali pri 30°C do primerne velikosti kolonij.  
3.23 GOJENJE TRANSFORMIRANIH CELIC HD114-8D 
Ko so kolonije dosegle primerno velikost smo izbrali nekaj kolonij in jih sterilno precepili v 
predpripravljene 10 mL steklene posodice s redpripravljenim URA
-
 tekočim gojiščem 
(preglednica 4), ki smo jih inkubirali pri 30°C. Ko so celice dovolj zrasle smo jih iz 10 mL 
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steklenih posodic prenesli v falkonke in centrifugirali 5 min, pri 4000 obr in 4°C. Po 
centrifugiranju smo odlili supernatant in dodali 2 mL HEPES pufra (preglednica 12), ter 
suspenzijo vorteksirali. Centrifugiranje smo še enkrat ponovili, odlili supernatant, celice 
zamrznili v tekočem dušiku in jih shranili na -80°C.  
3.24 IZOLACIJA IN ČIŠČENJE ENCIMA IZ KVASOVK  
3.24.1 Homogenizacija 
Transformirane celice HD114-8D smo iz -80°C (mikrobiološka zbirka Kemijskega inštituta, 
Ljubljana) prenesli na led in vse potrebne pripomočke, kot so pincete, spatule, čaše, valj, ter 
kroglico, pred uporabo ohladili v tekočem dušiku. Celice smo nato s kladivom spravili iz 
falkonk in jih zamrznili v tekočem dušiku. Zamrznjene celice smo prenesli v ohlajen valj, 
kamor smo dodali ohlajeno kroglico in celice razbili v MicroDisMembratorju (Micro-
Dismembrator S) pri 1700 obr/min za 50 s. Celice smo nato zbrali v epice in jih shranili v 
hladilnik, kjer so se počasi odtajale. Po približno 20 min smo odtajanim celicam dodali 50μL 
ohlajenega HEPES pufra (preglednica 12), jih vorteksirali, ter izmerili aktivnost izoliranih 
encimov. 
3.24.2 Frakcionirano obarjanje z amonijevim sulfatom 
Celice smo shranili na ledu in jim dodali 5 - 10 mL pripravljenega ohlajenega fosfatnega 
pufra (preglednica 13) z dodanim 5 % amonijevim sulfatom (0,26 g amonijevega sulfata/10 
mL fosfatnega pufra) in tabletko inhibitorjev proteaz. Sledila je 20 min inkubacija na ledu, 
vsake 5 min pa smo celice vorteksirali. Po 20 min smo celice 10 min centrifugirali pri 11500 
obr in 4°C, ter shranili supernatant. Glede na pridobljen volumen supernatanta, smo nato s 
pomočjo spletnega programa Ammonium Sulfate Calculator 
(http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm), izračunali koliko amonijevega sulfata je 
potrebno dodati do 35 % nasičenja. Izračunano količino amonijevega sulfata smo postopoma, 
v 30 min dodajali k supernatantu, ki je bil ves čas shranjen v hladilniku na magnetnem 
mešalu (rahlo mešanje). Po 30 min smo raztopino 10 min centrifugirali pri 11500 obr in 4°C, 
ter shranili supernatant. Ponovno smo glede na dobljeni volumen supernatanta izračunali 
koliko amonijevega sulfata je potrebno dodati za 65 % nasičenje in izračunano količino 
dodali postopno v 30 min. Supernatant smo nato čez noč pustili v hladilniku na magnetnem 
mešalu (rahlo mešanje).  
3.24.3 Spiranje proteinskega precipitata 
Naslednji dan smo raztopino razdelili v epice in jih 15 min centrifugirali, pri 15000 obr. in 
4°C. Po centrifugiranju smo odlili supernatant in v vsako epico dodali 2 mL ohlajenega 
fosfatnega pufra (preglednica 13), z dodatkom 65 % amonijevega sulfata. Raztopino smo 
vorteksirali in ponovno centrifugirali 15 min, pri 15000 obr. in 4°C, ter odlili supernatant. 
Peletu smo nato dodali 1,1 mL ohlajenega fosfatnega pufra (preglednica 13) in raztopino 
vorteksirali. Sledilo je centrifugiranje 10 min, pri 13000 obr in 4°C. Po centrifugiranju smo 
supernatant shranili v novo epico in preostalemu peletu dodali še 1 mL ohlajenega fosfatnega 
pufra (preglednica 13), ter centrifugirali 10 min, pri 13000 obr in 4°C. Supernatant smo po 
centrifugiranju shranili v novo epico in izmerili aktivnost encima v obeh frakcijah.   
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Supernatant smo razsolili s pomočjo Sephadex
TM
 6-25M kolone (GE Healthcare BioSciences 
AB) in izmerili aktivnost pridobljenih encimov.  
3.24.5 Gelska kromatografija 
Gelu (Aminophenyl-ATP-Sepharose C10-linked) smo dodali razsoljene proteine in jih 1 - 2 h 
inkubirali na ledu, ob rahlem mešanju. Sledilo je centrifugiranje pri 1000 obr, 1 min, 4°C. Ob 
vsakem centrifugiranju smo shranjevali tudi supernatant, s čimer smo zmanjšali izgubo gela. 
Gelu smo nato dodali 1 mL fosfatnega pufra (preglednica 13) in ga centrifugirali pri 1000 
obr, 1 min, 4°C. Gelu smo ponovno dodali 1 mL fosfatnega pufra (preglednica 13) in 
ponovili centrifugiranje. Nato smo dodali 1 mL ledeno hladnega elucijskega pufra 1 in 20 
min inkubirali pri 4°C ob rahlem mešanju. Po 20 min smo gel centrifugirali pri 1000 obr, 3 
min, 4°C in shranili supernatant v novo epico. Nato smo dodali še 1 mL elucijskega pufra 2 
in gel ponovno inkubirali na ledu, 20 min ob rahlem mešanju. Po 20 min, smo gel 3 min 
centrifugirali pri 15000 obr in 4°C, ter frakcijo shranili v novo epico. Aktivnost encima v 
obeh frakcijah smo s pomočjo spektrofotomrtra tudi izmerili (Lambda 25 UV/VIS).  
Elucijski pufer 1: cATP = 0,1 mM 
     cF6P = 1,5 mM 
Elucijski pufer 2: cATP = 0,2 mM 
     cF6P = 3 mM 
3.25 PRIPRAVA TRAJNE KULTURE 
Izbrali smo kolonije, kjer smo izmerili najboljše aktivnosti encimov in iz njih pripravili trajne 
kulture. Izbrane kolonije smo nacepili v erlenmajerice s tekočim Sc URA
-
Glc gojiščem in jih 
inkubirali pri 30°C in 100 obr. do primerne OD. Ko je OD dosegla vrednost približno 1,0 
smo v krioviale (posodice za shranjevaje kultur) sterilno prenesli 800 μL celic, dodali 800 μL 
sterilnega 50 % glicerola, ter jih shranili na -80°C.  
3.26 MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI  
Frakcije obeh encimov Pfk-L, ki smo jih pridobili po izolaciji in čiščenju, smo uporabili za 
merjenje aktivnosti Pfk-L encima brez in z dodatkom izbranih inhibitorjev. V reakcijski 
mešanici za merjenje encimske aktivnosti Pfk-L, smo spremljali reakcijo od fruktoza-6-
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Aktivnost encima smo spremljali z merjenjem absorbance (λ=340 nm) s pomočjo 
spektrofotometra (Lambda 25 UV/VIS). Pri valovni dolžini 340 nm, NADH absorbira 
svetlobo, kar nam omogoči spremljanje, zmanjševanja koncentracije NADH, zaradi 
pretvarjanja v NAD+. V reakcijsko mešanico smo vse encime potrebne za potek reakcije 
dodali v presežku, s čimer smo zagotovili, da je bila hitrost porabe NADH sorazmerna 
aktivnosti Pfk-L.  
Reakcijska mešanica za meritve aktivnosti: 
 
500μL HEPES pufer 
450 μL MQ 
10 μL NADH 
10 μL F-6-P (300mM) 
10 μL ATP (0,2 mM) 
3 μL Fruktoza-1,6-bisfosfat-aldolaza  
3 μL Glicerol-3-fosfat-dehidrogenaza  
20 μL izoliranega encima Pfk-L 
10 μL inhibitorja 
Reakcijsko mešanico za meritev aktivnosti, smo v kivete dodajali v zgoraj zapisanem 
vrstnem redu. Koncentracijo inhibitorjev smo postopoma povečevali od 20 - 100 μM in ob 
vsakem dodatku inhibitorja izmerili aktivnost encima. Vsaka meritev je trajala 180 sekund 
pri 30°C. Vsako meritev smo trikrat ponovili in izračunali povprečne vrednosti, ter odstotek 
inhibicije, ob dodatku posameznih inhibitorjev (enačba 1). 
                             
                                                                                                                                          … (1) 
Slika 4: Shema sklopljene reakcije glikolize in encima glicerol-3-fosfat-dehidrogenaze 
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Testirali smo 15 različnih inhibitorjev, ki smo jih pred uporabo ustrezno pripravili. Inhibitorje 
smo prejeli v liofilizirani obliki, vsakega po 5 mg. Za vsak inhibitor smo izračunali volumen 
dimetil sulfoksida (DMSO), ki ga je bilo potrebno dodati, do končne koncentracije 10 mM 
(enačba 2). Inhibitorje smo po dodatku izračunane količine DMSO shranjevali v hladilniku 
na -20°C. 
                                          … (2) 
3.27 MERJENJE HITROSTI RASTI KVASOVK HD114-8D 
Po zgoraj opisanem protokolu smo pripravili Sc URA
-
Mal gojišča in jih nacepili z izbranimi 
kolonijami. Nacepljene erlenmajerice smo inkubirali pri 30°C in 100 obr., hitrost rasti pa smo 
spremljali s pomočjo spektrofotometra (Lambda 25 UV/VIS). Hitrost rasti kvasovk smo 
spremljali v 3 paralelkah in v 2 neodvisnih meritvah, rezultate pa smo statistično obdelali v 
programu Microsoft Excel, ter rezultate grafično prikazali (slika 16, 17).       
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4 REZULTATI   
4.1 PRIPRAVA SEGMENTOV ZA TRANSFORMACIJO 
4.1.1 Priprava gBlock vključkov 
Za pripravo gBlock vključkov smo kot osnovo uporabili sekvenco človeškega gena PFKL, ki 
smo jo pridobili na spletni strani UniProt pod referenčno številko CCDS33582.1. S pomočjo 
pridobljene sekvence, smo pripravili 4 gBlock vključke. gBlock vključki so vsebovali 48 
nukleotidov dolgo prekrivajoče mesto, ki je omogočalo pravilno sestavljanje PFKL gena v 
kvasnih celicah. Pripravili smo gen nPFKL z gBlock vključki 1, 2 in 3 (Priloga B), ter gen 
sfPFKL z gBlock vključki 1, 2 in 4 (Priloga C). Sekvence gBlock vključkov so prikazane v 
prilogi A.   
Pred vnosom gena PFKL s pomočjo Gibson assembly tehnologije, smo izoliran plazmidni 
vektor p416GPD pomnožili s PCR (preglednica 6). Uporabili smo začetna oligonukleotida 
8088 in 8089, ki sta pomnožila plazmidni vektor p416GPD brez MCS mesta in vektor 
pripravila na vnos gBlock vključkov.    
4.2 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA PLAZMIDNEGA VEKTORJA  
p416GPD 
Izoliran prazen plazmidni vektor p416GPD smo po namnožitvi s PCR (preglednica 6) nanesli 
na agarozni gel in izvedli agarozno elektroforezo, ter gel slikali pod UV lučjo (slika 5). 
Koncentracija izoliranega plazmidnega vektorja p416GPD izmerjena z NanoDrop 
(NanoDrop®ND-1000) je znašala 450,4 ng/μL. 
 
   
 
Glede na lestvico smo določili, da se lisa vzorca z oznako 3 (slika 5), nahaja med 5000 in 
7000 bp. Dolžina praznega plazmidnega vektorja p416GPD znaša 5774 bp, s čimer smo 






Lestvica 1       2         3 
Slika 5: Agarozna elektroforeza plazmidnega vektorja p416GPD (1, 2 vzorca plazmida z dodatkom DMSO, 3 
vzorec brez dodatka DMSO) 
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očistili in nadaljevali s tehnologijo Gibson assembly, ter transformacijo v E.coli, seva DH5α 
in TOP10.   
4.3 TRANSFORMACIJA E. COLI DH5α in TOP10 
Po transformaciji celic E. coli, smo oba seva (DH5α in TOP10) in kontrole nanesli na plošče 
in po prekonočni inkubaciji preverili rast. Ker smo na ploščah z nacepljenimi celicami E. 
coli, sev TOP10 (slika 6), opazili veliko boljšo rast celic, v primerjavi s sevom DH5α, smo 
delo nadaljevali le s ploščo z nacepljenimi TOP10 celicami, ki so imele vnesen plazmidni 
vektor p416GPD z vstavljenim nPFKL ali sfPFKL genom.     
 
Slika 6: Plošče po transformaciji E. coli z nPFKL (Levo sev DH5α, desno sev TOP10) 
Slika 6 prikazuje rast obeh sevov po prekonočni inkubaciji na ploščah. Na plošči z 
nacepljenimi TOP10 celicami, ki smo jim vstavili nPFKL gen, smo zasledili večje število 
kolonij (nad 80), medtem, ko je na plošči z nacepljenim DH5α sevom zraslo manj kot 10 
kolonij.   
 
Slika 7: Plošča po transformaciji E. coli z sfPFKL (sev TOP10) 
Dobro rast celic smo potrdili tudi na ploščah z nacepljenim sevom TOP10, ki smo jim 
vstavili sfPFKL gen (slika 7).   
4.4   NAMNOŽITEV PLAZMIDNEGA VEKTORJA Z VSTAVLJENIM PFKL     
GENOM 
Iz plošče z nacepljenim sevom E.coli TOP10 (slika 6) smo izbrali 6 kolonij z vstavljenim 
nPFKL genom, ki smo jih nacepili v pripravljene 10 mL steklene posodice s 
predpripravljenimi LB gojišči. Enako smo ponovili tudi s celicami, ki so imele vstavljen 
sfPFKL gen (slika 7). Kolonije, ki smo jih nacepili v 10 mL steklene posodice z LB gojišči, 
pa smo za rezervo nacepili tudi na sveže LBA plošče (slika 8).    
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Slika 8: Plošča s precepljenimi izbranimi kolonijami po transformaciji z nPFKL (levo) in sfPFKL (desno) 
4.5 IZOLACIJA PLAZMIDNEGA VEKTORJA Z VSTAVLJENIM PFKL GENOM 
Po prekonočni inkubaciji smo iz nacepljenih 10 mL steklenih posodic izolirali plazmide in 
izmerili koncentracijo z NanoDropom (NanoDrop®ND-1000).  
Oznaka kolonije (nPFKL) Koncetracija Oznaka kolonije (sfPFKL) Koncentracja 
Kolonija 1 685,3 ng/μL Kolonija G 895,1 ng/μL 
Kolonija 2 673,0 ng/μL Kolonija H 848,2 ng/μL 
Kolonija 3 713,3 ng/μL Kolonija I 889,0 ng/μL 
Kolonija 4 770,6 ng/μL Kolonija J 806,8 ng/μL 
Kolonija 5 620,7 ng/μL Kolonija K 841,3 ng/μL 
Kolonija 6 499,0 ng/μL   
4.6 AGAROZNA GELSKA ELEKTORFOREZA PLAZMIDNIH VEKTORJEV Z 
VSTAVLJENIM PFKL GENOM  
Po restrikciji izoliranih plazmidov z encimom SacI, smo plazmide nanesli na gel in izvedli 
agarozno gelsko elektroforezo. Na ta način smo preverili uspešnost transformacije celic z 
želenim plazmidom, ki ima vstavljen nPFKL ali sfPFKL gen.  
 
 




10 000 bp 
6000 bp 
8000 bp 
Lestvica   1        2        3        4        5        6     Lestvica 
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Slika 10: Agarozna elektroforeza izoliranih plazmidov z vstavljenim sfPFKL genom po transformaciji (G-K 
oznake kolonij) 
Glede na predvideno lestvico (GeneRuler
TM 
1 kb DNA ladder) smo določili, da se lisa 
kolonije z oznako 2 (slika 9)  nahaja med 10 000 in 8000 bp. Dolžina plazmidnega vektorja z 
vstavljenim nPFKL genom znaša 8053 bp, s čimer smo potrdili uspešno transformacijo celic. 
Uspešnost transformacije smo potrdili tudi za vstavljen sfPFKL gen, kjer se lisa glede na 
lestvico, nahaja med 6000 in 8000 bp (slika 10). Lise z oznakami 1, 3, 4, 5, 6 (slika 9) in lise 
z oznakami G – J (slika 10) pa odgovarjajo velikosti praznega plazmida, kar pomeni, da v teh 
primerih transformacija ni uspela, zato smo te vzorce zavrgli.    
4.7 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA PO PCR 
Po PCR reakciji smo vzorce nanesli na agarozni gel in izvedli agarozno gelsko elektroforezo, 
s čimer smo se še dodatno prepričali, da smo v celice res vnesli gen pravilne velikosti. Slika 
11 prikazuje rezultate agarozne gelske elektroforeze po izvedenem PCR z začetnima 
oligonukleotidoma 910 in 2384 (preglednica 9), ki sta pomnožila le vstavljen PFKL gen. 
Vzorca z oznako 3 in 4 sta odgovarjala dolžini PFKL gena, zato smo vzorce poslali na 
sekveniranje.    
 
 
Slika 11: Agarozna elektroforeza po PCR (1, 2 rezan plazmid, 3, 4 cel plazmid z vstavljenim sfPFKL) 
Lestvica      G         H          I           J           K      






Lestvica      1        2          3         4     
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4.8  GOJENJE KVASOVK 
Na plošče s predhodno pripravljenimi Sc URA
+
 gojišči (preglednica 3), smo nacepili kvasni 
sev HD114-8D in celice inkubirali do primerne velikosti kolonij (slika 12).  
 
Slika 12: Plošča Sc URA
+
 z nacepljenim kvasnim sevom HD114-8D  
Ko so kolonije dosegle primerno velikost (slika 12), smo jih nacepili v erlenmajerice s 
predpripravljenimi Sc URA
+
 gojišči (preglednica 3) in jih inkubirali do OD600 vrednosti 
približno 1, nato pa smo nadaljevali s transformacijo kvasovk HD114-8D.   
4.9 TRANSFORMACIJA KVASOVK HD114-8D 
Po transformaciji kvasnega seva HD114-8D smo celice nacepili na predpripravljena Sc URA
-
 
gojišča (preglednica 4) in jih gojili do primerne velikosti kolonij (slika13).   
 
Slika 13: Levo, plošča po transformaciji HD114-8D celic s sfPFKL in desno kontrola 
4.10 GOJENJE TRANSFORMIRANIH CELIC HD114-8D 
Ko so kolonije dosegle primerno velikost smo iz plošč (slika 13) izbrali nekaj kolonij, ki smo 
jih nacepili v 10 mL steklene posodice in za rezervo tudi na Sc URA
-
 plošče (slika 14).  
 
Slika 14: Plošča s precepljenimi izbranimi kolonijami kvasnega seva HD114-8D z vstavljenim nPFKL (levo) in 
sfPFKL (desno) 
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4.11 PRIPRAVA TRAJNE KULTURE 
Kolonije pri katerih smo potrdili uspešnost transformacije in primerno koncentracijo 
izoliranih encimov, smo uporabili za pripravo trajne kulture. Izbrane kolonije smo najprej 
nacepili na plošče s predpripravljenimi Sc URA
-
 gojišči (slika 15) in nato v tekoča Sc URA
-
 
gojišča, kjer smo celice gojili do primerne OD. Krioviale s shranjenimi izbranimi kolonijami, 
smo zamrznili v tekočem dušiku in jih shranili na -80°C v mikrobiološko zbirko Kemijskega 
inštituta.  
 
Slika 15: Plošče uporabljene za pripravo trajne kulture (Levo celice HD114-8D z vstavljenim nPFKL, desno 
celice HD114-8D z vstavljenim sfPFKL) 
4.12 MERJENJE HITROSTI RASTI KVASOVK HD114-8D 
Transformante z vstavljenim nPFKL ali sfPFKL genom, smo uporabili za meritve hitrosti 
rasti celic. Meritve smo izvajali v 3 paralelkah in iz rezultatov izračunali povprečje hitrosti 
rasti, ter rezultate prikazali na grafu (slika 16 in 17). Hitrost rasti transformant z vstavljenim 
nPFKL ali sfPFKL genom, smo merili dvakrat, s čimer smo pridobili tudi podatke o 
stabilnosti pridobljenih transformant. Kot je razvidno iz naklonov premic na slikah 16 in 17, 
je transformanta sfPFKL izredno nestabilna, saj je med 1. in 2. meritvijo praktično 
popolnoma izgubila potencial rasti, medtem, ko je hitrost rasti transformante nPFKL ostala 
zelo podobna. Do razlik v začetni OD med obema meritvama, je verjetno prišlo zaradi razlik 
v velikosti kolonij, ki smo jih nacepili v erlenmajerice, v katerih smo spremljali hitrost rasti. 
Posledično so celice tudi potrebovale dalj časa, da so dosegle enake vrednosti OD.  
 
Slika 16: Prva meritev hitrosti rasti transformant z vstavljenim nPFKL ali sfPFKL 
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Slika 17: Druga meritev hitrosti rasti transformant z vstavljenim nPFKL ali sfPFKL 
Ker so se transformante z vstavljenim PFKL genom izkazale za izredno nestabilne smo 
preverili tudi stabilnost samega encima Pfk-L. Hitrost padca aktivnosti encima nPfk-L, smo 
zato merili neprekinjeno 30 min, v 3 paralelkah. Kot prikazuje slika 18, je encim nPfk-L, po 
30 min meritve izgubil praktično vso aktivnost. Kar pomeni, da je kljub stabilnosti 
transformante z vstavljenim nPFKL genom, sam encim nPfk-L izredno nestabilen. 
Posledično smo po izolaciji in čiščenju encima, vse meritve aktivnosti opravili v čim krajšem 
času, da smo dobili kar se, da primerljive rezultate.     
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4.13 MERITVE ENCIMSKE AKTIVNOSTI 
Po izolaciji in čiščenju, smo frakcije obeh encimov (nPfk-L in sfPfk-L) uporabili za meritve 
aktivnosti. Encim nPfk-L smo prečistili do homogenosti, s frakcionirnim obarjanjem z 
amonijevim sulfatom in afinitetno kromatografijo. Kratke dimerne holoencime sfPfk-L, pa 
smo zaradi nestabilnosti tetramernega holoencima v razredčenem okolju (pufru), lahko le 
delno prečistili s frakcionirnim obarjanjem z amonijevim sulfatom.  
Aktivnost encimov nPfk-L in sfPfk-L, smo merili, ob dodatku izbranih inhibitorjev. Testirali 
smo 15 inhibitorjev z oznakami 21 - 36, ki smo jih v kivete dodajali postopoma v 
koncentracijah od 20 do 100 μM. Za vsako meritev smo kot kontrolo, dodali tudi kiveto z 
enako reakcijsko mešanico, vendar brez dodatka inhibitorja. Vse meritve smo dvakrat 
ponovili, izračunali povprečje in % inhibicije posameznih inhibitorjev, ter rezultate grafično 
prikazali. Meritve aktivnosti encimov ob dodatku posameznih inhibitorjev so prikazane v 
prilogi Č (nPfk-L) in prilogi D (sfPfk-L).     
Rezultate meritev aktivnosti encimov, smo primerjali za nPfk-L in sfPfk-L in jih grafično 
prikazali (slika 19). S primerjavo rezultatov smo želeli določiti tiste inhibitorje, ki so kazali 
največje razlike v inhibiciji aktivnosti za encim nPfk-L, v primerjavi z encimom sfPfk-L. 
Želeli smo namreč določiti tiste inhibitorje, ki bi povzročili čim manjšo aktivacijo nPfk-L in 
čim večjo inhibicijo sfPfk-L.      
 
Slika 19: Grafični prikaz primerjave rezultatov meritev aktivnosti encima za nPfk-L in sfPfk-L 
Slika 19 je prikaz izračunanih povprečnih vrednosti (dveh neodvisnih meritev) inhibicije 
aktivnosti encima nPfk-L ali sfPfk-L, ob dodatku izbranih inhibitorjev in standardne 
deviacije za prikazane rezultate. Pridobljene podatke smo statistično obdelali s programom 
Excel. Kot je razvidno na sliki 19, smo uspeli določiti tiste inhibitorje, ki v primerjavi z nPfk-
L, močneje zavirajo delovanje sfPfk-L encima. To so inhibitorji z oznakami 21, 23, 28 in 32. 
Inhibitorja 25 in 29 pa močneje zavirata delovanje nPfk-L encima, v primerjavi s sfPfk-L 
encimom.  
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Kopičenje laktata v medceličnem prostoru rakavih celic, ki je posledica posttranslacijske 
modifikacije encima Pfk-M (Šmerc in sod., 2011), zelo verjetno predstavlja glavni vzrok za 
prekomerno izločanje laktata in posledično moteno delovanje imunskih celic, ter olajšano rast 
tumorjev (Hirschhaeuser in sod., 2012). Namen magistrske raziskave je bil zmanjšati 
kopičenje laktata, preko inhibicije encima Pfk1, s poudarkom na izoformo Pfk-L, ki je 
značilna za nekatere tipe rakavih celic. Preko zaviranja delovanja encima Pfk-L, smo v nalogi 
poskušali zmanjšati tvorbo NADH. Zaradi povišane tvorbe NADH, posledično pri nekaterih 
tipih rakavih pride tudi do potrebe po povišani tvorbi laktata, ki je nujen za delno 
reoksidacijo povišanih količin NADH. Z zaviranjem delovanja encima Pfk-L, bi tako 
zmanjšali tvorbo NADH, posledično tudi tvorbo povišanih koncentracij laktata, ter vseh 
posledic, ki jih na celice povzroča kopičenje laktata v zunajceličnem prostoru.    
Predhodne raziskave so pokazale močno pozitivno korelacijo med ekspresijo Pfk-L izoforme 
in agresivnostjo rakavih celic ob hkratnem upadu izoform Pfk-M in Pfk-P. Dokazano je 
izoforma Pfk-L najmočneje izražena v številnih tipih tumorjev, vključno z rakom možganov, 
ledvic, pljuč, kožnim rakom in pri agresivnejših oblikah raka dojke (Zancan in sod., 2010). 
Prav s tem namenom smo želeli določiti inhibitorje, ki bi delovali na izoformo Pfk-L.      
V magistrski raziskavi, smo kot modelni organizem uporabili kvasovke, predvsem zaradi 
hitre rasti kvasovk, enostavnih pogojev gojenja in podobnosti med Crabtree efektom kvasovk 
in Warburgovim efektom sesalskih rakavih celic. Sev, ki smo ga uporabili je kvasni sev 
HD114-8D, ki ima odstranjene lastne gene za sintezo Pfk-1 in Pfk-2 (Clifton in Fraenkel, 
1982), ki sicer tvorita heterooktamerni encim, pri divjem tipu kvasovke (Koppercshläger in 
sod., 1977). Uporaba seva HD114-8D je omogočila vnos modificirane oblike nativnega in 
krajšega gena za humani Pfk-L encim, kot edine oblike Pfk-L encima.  
Nativno in krajšo obliko humanega Pfk-L encima smo pripravili v bakteriji E. coli in sicer s 
pomočjo plazmidnega vektorja p416GPD. Za vnos PFKL genov v plazmidni vektor 
p416GPD, smo uporabili Gibson assembly tehnologijo, ki omogoča sestavljanje in 
popravljanje prekrivajočih se molekul v eni sami reakciji (Gibson in sod., 2009). Pripravili 
smo 4 gBlock vključke, ki so vsebovali 48 nukleotidov dolge prekrivajoče lepljive konce, ter 
jih vnesli v p416GPD plazmidne vektorje. Vektorje z vnesenim nPFKL ali sfPFKL genom 
smo nato vnesli v kvasni HD114-8D sev.   
V magistrski raziskavi smo testirali 15 izbranih inhibitorjev, ki smo jih v reakcijsko mešanico 
dodajali zaporedno v koncentraciji po 20 μM do končne koncentracije 100 μM. Posamezne 
komponente smo dodajali v reakcijsko mešanico v določenem vrstnem redu, nazadnje pa smo 
dodali encim Pfk-L in nato izbrani inhibitor. Namreč tudi v primeru uporabe inhibitorjev pri 
pacientih, za namene zdravljenja, bi inhibitorje dodajali v sistem, ki že vsebuje ATP in 
NADH. Vse meritve smo sicer opravili tudi tako, da smo na zadnjem mestu dodajali ATP, 
kakor bi bilo biokemijsko pravilno, vendar so bili rezultati neuporabni.  
Poleg aktivnosti encimov, smo spremljali tudi hitrost rasti obeh transformiranih celičnih linij 
HD114-8D. Hitrost rasti smo spektrofotometrično spremljali preko naraščajoče motnosti 
substrata. Ugotovili smo, da se hitrost rasti transformante nPFKL in sfPFKL precej razlikuje. 
Transformanta nPFKL je veliko hitreje rasla in bila precej bolj stabilna, vendar pa je izoliran 
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encim zelo hitro izgubil aktivnost. Obratno pa je transformanta sfPFKL rasla precej 
počasneje in pri drugi meritvi hitrosti rasti kazala veliko nestabilnost seva, vendar pa je bil 
sam izoliran encim bolj stabilen in je aktivnost ohranil dlje. Nestabilnost transformante 
sfPFKL je vidna na slikah 16 in 17. Naklon premice hitrosti rasti, se je med obema 
meritvama namreč zmanjšal za 14,5x. V primerjavi s transformanto nPFKL, kjer se je naklon 
premice med obema meritvama le malo spremenil. Hiter padec aktivnosti encima nPfk-L je 
viden na sliki 18, kjer smo aktivnost merili neprekinjeno 30 min, v tem času pa je encim 
praktično izgubil vso aktivnost.  
Podobno nestabilnost transformant so opazili tudi v predhodno opravljeni raziskavi, kjer je 
bil v sev HD114-8D s pomočjo plazmidnega vektorja p416GPD, vnesen mt-PFKA gen iz 
glive A. niger (Dragan, 2017). Po drugi strani pa so ugotovili, da so ob vnosu sfPFKM gena v 
kvasni sev HD114-8D transformante stabilne, vendar vnos sfPFKM gena povzroči določene 
spremembe v fiziologiji kvasovk S. cerevisisae. Sev ne raste na glukozi, ampak le na 
maltoznem gojišču, ob dodatku etanola. Visoko aktivni kratki fragmenti sfPFKM povzročijo 
neravnovesje med NADH in NADPH v celicah. V specifični ekološki niši pa transformante s 
sfPFKM rastejo hitreje, kot transformante z nPFKM genom (Andrejc in sod., 2017).  
Nestabilnost transformant sfPfk-L, ki smo jo opazili v nalogi je verjetno posledica izgube 
vnesenih sfPFKL genov oziroma slednji niso več aktivni, posledično pa pride do propada 
celic. Stabilnost transformant, bi lahko poskušali izboljšati z uporabo drugih plazmidnih 
vektorjev. Plazmidni vektor p416GPD, ki smo ga uporabili, je v celicah namreč prisoten v 
majhnem številu kopij, kar bi lahko vplivalo tudi na samo stabilnost transformant. Na 
stabilnost transformant bi lahko vplivala tudi sestava gojišč, oziroma drugi zunanji dejavniki 
kot npr. temperatura gojenja celic. V nadaljevanju bi bilo tako zanimivo gen PFKL vnesti v 
drug plazmidni vektor in spremljati stabilnost transformant ob različnih pogojih gojenja 
transformiranih celic.    
Skozi magistrsko raziskavo smo izmed testiranih, uspeli določiti tiste inhibitorje, ki zavirajo 
delovanje modificiranega tipa Pfk-L encima. Z uporabo teh inhibitorjev želimo zmanjšati 
prekomerno aktivnost sfPfk-L, ki prevladuje pri nekaterih tipih rakavih celic, s ciljem 
zmanjšati metabolni pretok preko glikolize in posledično zmanjšati prekomerno produkcijo 
NADH. Rezultat tega bi bila zmanjšana tvorba laktata v tumorjih in vseh posledic, ki so del 
kopičenja prekomernih količin laktata v zunajceličnem prostoru celic. Inhibitorji na celice naj 
ne bi imeli citotoksičnega ali citostatičnega učinka, kar predstavlja velik potencial za uporabo 
inhibitorjev pri kombiniranem zdravljenju nekaterih tipov raka, na primer v kombinaciji z 
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 S pomočjo Gibson assembly tehnologije smo pripravili in v kvasni sev HD114-8D, s 
pomočjo plazmidnega vektorja p416GPD, vnesli gena za nativno in kratko obliko 
encima Pfk-L. 
 Zaradi nestabilnosti tetramernega holoencima v razredčenem okolju (pufru), smo 
kratke dimerne holoencime sfPfk-L, lahko le delno prečistili s frakcionirnim 
obarjanjem z amonijevim sulfatom.  
 Encim nPfk-L smo prečistili do homogenosti s frakcionirnim obarjanjem z 
amonijevim sulfatom in afinitetno kromatografijo.  
 Transformante z vnesenim sfPFKL so izredno nestabilne in zelo hitro izgubijo 
potencial rasti.  
 Transformante z vnesenim nPFKL so stabilne (obdržijo potencial rasti), vendar je sam 
encim nPfk-L izredno nestabilen in po 30 min inkubacije v pufru izgubi aktivnost.  
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S pomočjo Gibson assembly tehnologije smo v plazmidnem vektorju p416GPD pripravili 
gena za nativno (nPfk-L) in krajšo (sfPfk-L) obliko humanega Pfk-L encima. Oba 
rekombinantna gena smo vnesli v kvasni sev HD114-8D, ki v originalu ni vseboval kvasnih 
genov za Pfk encime.  
Pridobili smo stabilne transformante z vnesenim nPFKL genom, vendar je bil sam encim 
nPfk-L izredno nestabilen. Na drugi strani pa smo pridobili precej nestabilne transformante z 
vnesenim sfPFKL genom. Kljub temu smo iz ene od začetnih transformant pridobili kolikor 
toliko stabilen encim, ki je žal imel nizko specifično aktivnost. Encim nPfk-L smo očistili do 
homogenosti, medtem, ko smo zaradi nestabilnosti transformant sfPFKL, encim sfPfk-L le 
delno očistili s frakcionirnim obarjanjem z amonijevim sulfatom.   
Očiščena encima smo uporabili za testiranje izbranih inhibitorjev, ki se vežejo na ATP-
vezalno mesto Pfk-L. Z dodatkom inhibitorjev smo želeli zmanjšati metabolni pretok preko 
glikolize, ter istočasno prekomerno produkcijo NADH. S tem bi zmanjšali izločanje laktata 
pri rakavih celicah, ter omilili posledice, ki jih povzroča kopičenje laktata v zunajceličnem 
prostoru celic. Izmed testiranih inhibitorjev smo uspeli določiti tiste, ki močneje zavirajo 
delovanje nPfk-L, oziroma tiste, ki močneje zavirajo delovanje sfPfk-L oblike encima.  
Rezultati, ki smo jih pridobili v magistrski nalogi, predstavljajo dobro osnovo za nadaljnja 
testiranja inhibitorjev. Inhibitorje za katere smo ugotovili, da močneje zavirajo delovanje 
sfPfk-L encima, v primerjavi z nPfk-L, bi bilo v prihodnosti potrebno testirati še z in vivo 
metodami na humanih rakavih celičnih linijah. Potencialno pa bi lahko testirani inhibitorji 
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Sekvence gBlock vključkov 
1. gBlock (s sekvenco 38 nt GDP promotorja + Kozak AAAGA sekvenca) 821 nt 
TAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATAAAGA ATG GCT GCA GTG GAC CTG GAA AAA CTG 
AGG GCC AGC GGA GCC GGG AAA GCA ATA GGC GTG TTG ACG TCA GGG GGG GAC GCA CAA GGC 
ATG AAC GCA GCT GTG AGG GCT GTG ACG AGG ATG GGC ATC TAT GTT GGA GCT AAG GTC TTT TTA 
ATT TAT GAG GGG TAT GAA GGG CTA GTG GAA GGA GGA GAA AAT ATC AAA CAG GCA AAT TGG TTA 
AGT GTT TCA AAT ATT ATA CAA CTA GGG GGG ACT ATT ATT GGA TCC GCG AGA TGC AAG GCT TTT 
ACG ACA CGT GAA GGC AGA AGG GCT GCA GCA TAT AAT TTG GTA CAA CAT GGC ATT ACT AAC TTG 
TGT GTT ATA GGA GGT GAC GGT TCA CTA ACG GGA GCC AAC ATC TTC AGG TCT GAG TGG GGG TCA 
TTA CTA GAG GAG TTG GTG GCA GAG GGC AAA ATC AGT GAA ACC ACT GCA CGT ACA TAC TCA CAC 
CTG AAT ATA GCA GGA CTG GTC GGC AGT ATA GAT AAC GAC TTC TGC GGC ACA GAT ATG ACC ATC 
GGG ACC GAC TCT GCA TTG CAC AGA ATT ATG GAG GTA ATA GAT GCA ATT ACC ACC ACT GCT CAG 
AGC CAC CAG CGT ACC TTC GTA CTT GAG GTT ATG GGC CGT CAC TGC GGG TAT TTG GCC CTT GTC 
TCC GCT CTA GCT TCT GGA GCA GAT TGG CTA TTC ATC CCG GAA GCC CCG CCA GAG GAT GGT TGG 
GAA AAT TTC ATG TGC GAA AGG TTA GGT GAG ACA AGG TCC AGA GGG TCA CGT CTT AAC ATT ATA 
ATC  
  
2. gBlock (s ponovljeno 39 nt sekvenco 1. gBlock-a) 822 nt 
GAG ACA AGG TCC AGA GGG TCA CGT CTT AAC ATT ATA ATC ATA GCG GAG GGG GCG ATT GAC AGG 
AAT GGC AAA CCG ATT AGC AGT AGC TAT GTG AAG GAT CTT GTG GTC CAA AGG CTG GGG TTC GAT 
ACT AGG GTG ACT GTA CTT GGG CAT GTA CAG AGG GGA GGG ACA CCG AGC GCC TTT GAC AGG ATC 
TTA AGT TCC AAA ATG GGC ATG GAG GCC GTT ATG GCA TTA TTA GAG GCC ACG CCT GAT ACG CCC 
GCC TGT GTT GTG ACG CTA TCC GGA AAC CAG AGC GTT AGA CTT CCA CTA ATG GAG TGC GTT CAG 
ATG ACC AAA GAA GTA CAG AAG GCA ATG GAC GAC AAG AGA TTC GAT GAA GCA ACT CAA TTG 
AGA GGG GGA TCT TTT GAA AAC AAC TGG AAC ATC TAT AAG TTG CTA GCC CAC CAG AAA CCC CCC 
AAG GAA AAG TCT AAT TTC TCA CTT GCT ATA CTA AAC GTT GGA GCA CCA GCA GCG GGA ATG AAT 
GCT GCG GTT AGG TCA GCT GTG AGG ACA GGC ATA TCC CAC GGA CAC ACC GTT TAC GTT GTC CAT 
GAT GGC TTT GAA GGA CTT GCT AAG GGC CAG GTT CAA GAG GTG GGT TGG CAC GAC GTG GCA GGT 
TGG CTT GGG AGA GGC GGT TCC ATG TTA GGG ACT AAA CGT ACT TTA CCG AAA GGG CAA CTT GAA 
AGC ATC GTA GAA AAC ATA AGG ATC TAT GGG ATA CAT GCT CTA CTG GTT GTT GGG GGC TTC GAG 
GCA TAC GAG GGT GTA CTT CAG CTG GTA GAA GCA AGG GGT CGT TAC GAA GAA CTT TGC ATC GTG 
ATG TGC  
 
3. gBlock (s ponovljeno 30 nt sekvenco 2. gBlock-a) + 30 nt terminatorja 837 nt 
CGT TAC GAA GAA CTT TGC ATC GTG ATG TGC  GTG ATT CCC GCC ACA ATC AGC AAC AAC GTT CCA 
GGC ACG GAC TTC TCT CTT GGC AGT GAC ACG GCG GTA AAT GCG GCT ATG GAA TCA TGC GAC AGA 
ATA AAG CAG TCA GCT TCT GGC ACT AAG AGA AGG GTC TTC ATC GTT GAG ACT ATG GGG GGT TAT 
TGT GGT TAC CTA GCC ACG GTC ACG GGG ATC GCG GTC GGT GCA GAC GCG GCG TAT GTA TTT GAG 
GAT CCC TTT AAT ATT CAC GAC TTA AAG GTG AAT GTC GAG CAT ATG ACT GAG AAA ATG AAA ACA 
GAC ATA CAG AGA GGG CTT GTC CTT AGG AAT GAA AAA TGC CAC GAC TAC TAT ACA ACT GAA TTC 
CTG TAC AAC TTG TAT TCT AGC GAG GGT AAG GGC GTG TTT GAT TGT AGG ACT AAT GTT CTA GGC 
CAC CTA CAG CAA GGT GGA GCA CCC ACT CCA TTT GAC CGT AAC TAC GGT ACT AAG CTA GGA GTT 
AAA GCC ATG TTA TGG CTT TCC GAG AAA TTG CGT GAG GTG TAT AGG AAG GGC AGA GTG TTC GCT 
AAC GCC CCT GAC TCA GCC TGC GTC ATT GGC CTT AAA AAA AAA GCG GTC GCT TTT AGT CCG GTA 
ACG GAG TTG AAA AAG GAT ACT GAT TTT GAG CAC CGT ATG CCT AGA GAA CAA TGG TGG CTG TCC 
TTA AGG TTA ATG CTA AAA ATG TTA GCC CAG TAT CGT ATA TCT ATG GCA GCG TAT GTT TCA GGT 
GAG CTG GAA CAT GTC ACG CGT AGA ACG TTG TCC ATG GAT AAA GGA TTC TGA 
TCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATT 
 
4. gBlock (s ponovljeno 30 nt sekvenco 2. gBlock-a) +30 nt terminatorja 441 nt 
CGT TAC GAA GAA CTT TGC ATC GTG ATG TGC GTG ATT CCC GCC ACA ATC AGC AAC AAC GTT CCA 
GGC ACG GAC TTC TCT CTT GGC AGT GAC ACG GCG GTA AAT GCG GCT ATG GAA TCA TGC GAC AGA 
ATA AAG CAG TCA GCT TCT GGC ACT AAG AGA AGG GTC TTC ATC GTT GAG ACT ATG GGG GGT TAT 
TGT GGT TAC CTA GCC ACG GTC ACG GGG ATC GCG GTC GGT GCA GAC GCG GCG TAT GTA TTT GAG 
GAT CCC TTT AAT ATT CAC GAC TTA AAG GTG AAT GTC GAG CAT ATG ACT GAG AAA ATG AAA ACA 
GAC ATA CAG AGA GGG CTT GTC CTT AGG AAT GAA AAA TGC CAC GAC TAC TAT ACA ACT GAA TTC 
CTG TAC AAC TTG TAT TCT AGC GAG GGT AAG TGA TCA TGT AAT TAG TTA TGT CAC GCT TAC ATT 
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TAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATAAAGA ATG GCT GCA GTG GAC CTG 
GAA AAA CTG AGG GCC AGC GGA GCC GGG AAA GCA ATA GGC GTG TTG ACG TCA GGG 
GGG GAC GCA CAA GGC ATG AAC GCA GCT GTG AGG GCT GTG ACG AGG ATG GGC ATC 
TAT GTT GGA GCT AAG GTC TTT TTA ATT TAT GAG GGG TAT GAA GGG CTA GTG GAA 
GGA GGA GAA AAT ATC AAA CAG GCA AAT TGG TTA AGT GTT TCA AAT ATT ATA CAA 
CTA GGG GGG ACT ATT ATT GGA TCC GCG AGA TGC AAG GCT TTT ACG ACA CGT GAA 
GGC AGA AGG GCT GCA GCA TAT AAT TTG GTA CAA CAT GGC ATT ACT AAC TTG TGT 
GTT ATA GGA GGT GAC GGT TCA CTA ACG GGA GCC AAC ATC TTC AGG TCT GAG TGG 
GGG TCA TTA CTA GAG GAG TTG GTG GCA GAG GGC AAA ATC AGT GAA ACC ACT GCA 
CGT ACA TAC TCA CAC CTG AAT ATA GCA GGA CTG GTC GGC AGT ATA GAT AAC GAC 
TTC TGC GGC ACA GAT ATG ACC ATC GGG ACC GAC TCT GCA TTG CAC AGA ATT ATG 
GAG GTA ATA GAT GCA ATT ACC ACC ACT GCT CAG AGC CAC CAG CGT ACC TTC GTA 
CTT GAG GTT ATG GGC CGT CAC TGC GGG TAT TTG GCC CTT GTC TCC GCT CTA GCT 
TCT GGA GCA GAT TGG CTA TTC ATC CCG GAA GCC CCG CCA GAG GAT GGT TGG GAA 
AAT TTC ATG TGC GAA AGG TTA GGT ATA GCG GAG GGG GCG ATT GAC AGG AAT GGC 
AAA CCG ATT AGC AGT AGC TAT GTG AAG GAT CTT GTG GTC CAA AGG CTG GGG TTC 
GAT ACT AGG GTG ACT GTA CTT GGG CAT GTA CAG AGG GGA GGG ACA CCG AGC GCC 
TTT GAC AGG ATC TTA AGT TCC AAA ATG GGC ATG GAG GCC GTT ATG GCA TTA TTA 
GAG GCC ACG CCT GAT ACG CCC GCC TGT GTT GTG ACG CTA TCC GGA AAC CAG AGC 
GTT AGA CTT CCA CTA ATG GAG TGC GTT CAG ATG ACC AAA GAA GTA CAG AAG GCA 
ATG GAC GAC AAG AGA TTC GAT GAA GCA ACT CAA TTG AGA GGG GGA TCT TTT GAA 
AAC AAC TGG AAC ATC TAT AAG TTG CTA GCC CAC CAG AAA CCC CCC AAG GAA AAG 
TCT AAT TTC TCA CTT GCT ATA CTA AAC GTT GGA GCA CCA GCA GCG GGA ATG AAT 
GCT GCG GTT AGG TCA GCT GTG AGG ACA GGC ATA TCC CAC GGA CAC ACC GTT TAC 
GTT GTC CAT GAT GGC TTT GAA GGA CTT GCT AAG GGC CAG GTT CAA GAG GTG GGT 
TGG CAC GAC GTG GCA GGT TGG CTT GGG AGA GGC GGT TCC ATG TTA GGG ACT AAA 
CGT ACT TTA CCG AAA GGG CAA CTT GAA AGC ATC GTA GAA AAC ATA AGG ATC TAT 
GGG ATA CAT GCT CTA CTG GTT GTT GGG GGC TTC GAG GCA TAC GAG GGT GTA CTT 
CAG CTG GTA GAA GCA AGG GGT GTG ATT CCC GCC ACA ATC AGC AAC AAC GTT CCA 
GGC ACG GAC TTC TCT CTT GGC AGT GAC ACG GCG GTA AAT GCG GCT ATG GAA TCA 
TGC GAC AGA ATA AAG CAG TCA GCT TCT GGC ACT AAG AGA AGG GTC TTC ATC GTT 
GAG ACT ATG GGG GGT TAT TGT GGT TAC CTA GCC ACG GTC ACG GGG ATC GCG GTC 
GGT GCA GAC GCG GCG TAT GTA TTT GAG GAT CCC TTT AAT ATT CAC GAC TTA AAG 
GTG AAT GTC GAG CAT ATG ACT GAG AAA ATG AAA ACA GAC ATA CAG AGA GGG CTT 
GTC CTT AGG AAT GAA AAA TGC CAC GAC TAC TAT ACA ACT GAA TTC CTG TAC AAC 
TTG TAT TCT AGC GAG GGT AAG GGC GTG TTT GAT TGT AGG ACT AAT GTT CTA GGC 
CAC CTA CAG CAA GGT GGA GCA CCC ACT CCA TTT GAC CGT AAC TAC GGT ACT AAG 
CTA GGA GTT AAA GCC ATG TTA TGG CTT TCC GAG AAA TTG CGT GAG GTG TAT AGG 
AAG GGC AGA GTG TTC GCT AAC GCC CCT GAC TCA GCC TGC GTC ATT GGC CTT AAA 
AAA AAA GCG GTC GCT TTT AGT CCG GTA ACG GAG TTG AAA AAG GAT ACT GAT TTT 
GAG CAC CGT ATG CCT AGA GAA CAA TGG TGG CTG TCC TTA AGG TTA ATG CTA AAA 
ATG TTA GCC CAG TAT CGT ATA TCT ATG GCA GCG TAT GTT TCA GGT GAG CTG GAA 
CAT GTC ACG CGT AGA ACG TTG TCC ATG GAT AAA GGA TTC TGA 
TCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATT 
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TAGTTTTAAAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATAAAGA ATG GCT GCA GTG GAC CTG GAA 
AAA CTG AGG GCC AGC GGA GCC GGG AAA GCA ATA GGC GTG TTG ACG TCA GGG GGG 
GAC GCA CAA GGC ATG AAC GCA GCT GTG AGG GCT GTG ACG AGG ATG GGC ATC TAT GTT 
GGA GCT AAG GTC TTT TTA ATT TAT GAG GGG TAT GAA GGG CTA GTG GAA GGA GGA GAA 
AAT ATC AAA CAG GCA AAT TGG TTA AGT GTT TCA AAT ATT ATA CAA CTA GGG GGG ACT 
ATT ATT GGA TCC GCG AGA TGC AAG GCT TTT ACG ACA CGT GAA GGC AGA AGG GCT GCA 
GCA TAT AAT TTG GTA CAA CAT GGC ATT ACT AAC TTG TGT GTT ATA GGA GGT GAC GGT 
TCA CTA ACG GGA GCC AAC ATC TTC AGG TCT GAG TGG GGG TCA TTA CTA GAG GAG TTG 
GTG GCA GAG GGC AAA ATC AGT GAA ACC ACT GCA CGT ACA TAC TCA CAC CTG AAT ATA 
GCA GGA CTG GTC GGC AGT ATA GAT AAC GAC TTC TGC GGC ACA GAT ATG ACC ATC GGG 
ACC GAC TCT GCA TTG CAC AGA ATT ATG GAG GTA ATA GAT GCA ATT ACC ACC ACT GCT 
CAG AGC CAC CAG CGT ACC TTC GTA CTT GAG GTT ATG GGC CGT CAC TGC GGG TAT TTG 
GCC CTT GTC TCC GCT CTA GCT TCT GGA GCA GAT TGG CTA TTC ATC CCG GAA GCC CCG 
CCA GAG GAT GGT TGG GAA AAT TTC ATG TGC GAA AGG TTA GGT ATA GCG GAG GGG 
GCG ATT GAC AGG AAT GGC AAA CCG ATT AGC AGT AGC TAT GTG AAG GAT CTT GTG GTC 
CAA AGG CTG GGG TTC GAT ACT AGG GTG ACT GTA CTT GGG CAT GTA CAG AGG GGA GGG 
ACA CCG AGC GCC TTT GAC AGG ATC TTA AGT TCC AAA ATG GGC ATG GAG GCC GTT ATG 
GCA TTA TTA GAG GCC ACG CCT GAT ACG CCC GCC TGT GTT GTG ACG CTA TCC GGA AAC 
CAG AGC GTT AGA CTT CCA CTA ATG GAG TGC GTT CAG ATG ACC AAA GAA GTA CAG AAG 
GCA ATG GAC GAC AAG AGA TTC GAT GAA GCA ACT CAA TTG AGA GGG GGA TCT TTT GAA 
AAC AAC TGG AAC ATC TAT AAG TTG CTA GCC CAC CAG AAA CCC CCC AAG GAA AAG TCT 
AAT TTC TCA CTT GCT ATA CTA AAC GTT GGA GCA CCA GCA GCG GGA ATG AAT GCT GCG 
GTT AGG TCA GCT GTG AGG ACA GGC ATA TCC CAC GGA CAC ACC GTT TAC GTT GTC CAT 
GAT GGC TTT GAA GGA CTT GCT AAG GGC CAG GTT CAA GAG GTG GGT TGG CAC GAC GTG 
GCA GGT TGG CTT GGG AGA GGC GGT TCC ATG TTA GGG ACT AAA CGT ACT TTA CCG AAA 
GGG CAA CTT GAA AGC ATC GTA GAA AAC ATA AGG ATC TAT GGG ATA CAT GCT CTA CTG 
GTT GTT GGG GGC TTC GAG GCA TAC GAG GGT GTA CTT CAG CTG GTA GAA GCA AGG GGT 
GTG ATT CCC GCC ACA ATC AGC AAC AAC GTT CCA GGC ACG GAC TTC TCT CTT GGC AGT 
GAC ACG GCG GTA AAT GCG GCT ATG GAA TCA TGC GAC AGA ATA AAG CAG TCA GCT TCT 
GGC ACT AAG AGA AGG GTC TTC ATC GTT GAG ACT ATG GGG GGT TAT TGT GGT TAC CTA 
GCC ACG GTC ACG GGG ATC GCG GTC GGT GCA GAC GCG GCG TAT GTA TTT GAG GAT CCC 
TTT AAT ATT CAC GAC TTA AAG GTG AAT GTC GAG CAT ATG ACT GAG AAA ATG AAA ACA 
GAC ATA CAG AGA GGG CTT GTC CTT AGG AAT GAA AAA TGC CAC GAC TAC TAT ACA ACT 
GAA TTC CTG TAC AAC TTG TAT TCT AGC GAG GGT AAG GGC 
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Grafi meritev aktivnosti encimov nPfk-L ob dodatku posameznih inhibitorjev 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 21 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 22 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  




Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 23 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 24 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 25 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  




Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 26 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 27 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 28 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  




Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 29 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 30 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 31 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  




Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 32 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 34 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 35 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  




Grafični prikaz meritev aktivnosti encima nPfk-L ob dodatku inhibitorja 36 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  









Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 21 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 22 
 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  




Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 23 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 24 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 25 
 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  




Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 26 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 27 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 28  
 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  




Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 29  
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 30 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 31  
 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  




Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 32 
 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 34 
 
Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 35  
 
Priimek I. Naslov zaključnega dela … po potrebi smiselno okrajšan.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
  




Grafični prikaz meritev aktivnosti encima sfPfk-L ob dodatku inhibitorja 36 
 
 
